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RESUMEN

Introduccion: El micetoma por Actinomadura madurae es un proceso infeccioso crénico granulomatoso que se caracteriza por
aumento de volumen en el sitio de la infeccion, tiene aspecto «abollonado» y es de consistencia pétrea. Hay pocas fistulas por las
que drena un exudado filante que contiene granos blanquecinos (su tamafo varia de 1 a 5 mm) y componentes de la respuesta
inmunitaria del huésped que incluyen queratinocitos, neutréfilos, mastocitos, eosinéfilos y macréfagos. Su funcion es fagocitar y
destruir microorganismos patégenos. Objetivo: Estudiar la relacion huésped-parasito en infecciones producidas por Actinomadura
madurae y observar si este patdgeno es capaz de activar macr6fagos peritoneales murinos in vitro mediante la técnica de micros-
copia electrénica de transmision. Material y métodos: Indculo: se utiliz6 la cepa de Actinomadura madurae ATCC 19425 que fue
cultivada en caldo Yeme a 37 °C durante 15 dias y ajustada a 300 x 106 UFC/mL. Ensayo de fagocitosis: se llevé a cabo adicionando
0.1 mL de la suspension de A. madurae a una suspensién de macréfagos peritoneales murinos, los cuales se incubaron a 37 °C en
una atmdsfera de CO, al 5%; se tomaron alicuotas a diferentes tiempos (15, 30, 45 y 60 min), las cuales se fijaron con glutaraldehido
al 2.5% en buffer de cacodilatos 0.1 M, finalmente se incluyeron en resina. Las preparaciones se observaron en el microscopio
electronico Jeol 2000 EX. La activacion celular se evidencié por la técnica de la fosfatasa acida para microscopia electronica.
Resultados: Se observaron las diferentes etapas de la fagocitosis y la activacion de los macrdfagos asi como la destruccion del
microorganismo. Conclusidon: Actinomadura madurae es fagocitada y destruida por los macréfagos peritoneales murinos in vitro.
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ABSTRACT

Introduction: The mycetoma cause for Actinomadura madurae, is a chronic granulomatous infectious process characterized by
volume increase and «killed»-like stony consistency, during the infection few drining filamentous exudate fistulas could be observed,
the exudate contains grains whose size varies from 1to 5 mm. Within the grains there are components of the host immune response,
including keratinocytes, neutrophils, mast cells, eosinophils and macrophages which can engulf and destroy pathogens. Objective:
To study the host-pathogen interaction in murine peritoneal macrophages when these are infected whit Actinomadura madurae
in order to know if this pathogen is able to activate the murine peritoneal macrophages in vitro this interaction was observed by
transmission electron microscopy technique. Material and methods: Inoculum, Actinomadura madurae strain ATCC 19425, was
grown in broth Yeme at 37 °C for 15 days a 300 x 106 CFU/mL solution was used to infect macrophages. The phagocytosis assays
were performed using 0.1 mL of the solution work to infect muerine peritoneal macrophages, cells were icubated at 37°C in a CO,
atmosphere at 5%, after different times (15, 30, 45 and 60 min), aliquots were taken and fixed with 2.5% glutaraldehyde solution in
0.1 M cacodilatos buffer cells were included in resin to finally observe them by the electron microscope Jeol EX 2000. To test the
cellular activation we used the phosphatase acid tecnique and observed in the electron microscope. Results: During hos-pthogen
interaction different stages of phagocytosis and macrophage activation were observed as well as the destruction of A. madurae.
Conclusion: Actinomadura madurae is engulfed and destroyed by murine peritoneal macrophages in vitro.
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INTRODUCCION

El micetoma es un proceso infeccioso crénico, granulo-
matoso, causado por actinomicetos (actinomicetomas)
y eumicetos (eumicetomas); en nuestro medio los
actinomicetos son mas frecuentes y de éstos Nocardia
brasiliensis ocupa el primer lugar, seguido de Actino-
madura madurae.?

El primer caso de Actinomadura fue descrito en
Africa por Vincent en 1884. Senegal, Somalia, India,
Rumania y Venezuela se consideran paises endémi-
cos. En 1949 Lavalle y cols. publicaron el primer caso
en México. En nuestro pais Actinomadura madurae
representa 10% de los casos.? En un estudio realizado
en el Centro Dermatolégico «Dr. Ladislao de la Pascua»
en 42 afios (de 1956 a 1998) hubo 732 casos, de ellos
71 (9.6%) correspondieron a Actinomadura madurae
con predominio en el sexo femenino (2:1), se identifi-
caron tres focos importantes: el centro occidental que
abarca los estados de Guanajuato, Michoacéan, Jalisco
y Querétaro; el centro meridional, Guerrero, Puebla y
Oaxaca; y el tercero en el occidente de Hidalgo.? El
hébitat natural de Actinomadura madurae es la tierra'y
los vegetales, cuando se produce un traumatismo que
ocasiona pérdida de continuidad de la piel, se facilita el
ingreso del agente causal al organismo. Por sus activi-
dades laborales los campesinos, jardineros y amas de
casa con actividades en el campo estdn mas expuestos
a adquirir la infeccion. Es més frecuente en mujeres
adultas entre 20 y 40 afios de edad,® generalmente se
localiza en el pie y puede afectar toda su superficie; sin
embargo, en estos casos la regidon de la planta se ve
afectada de manera caracteristica. Las localizaciones
extrapodales son poco frecuentes.?*

Clinicamente se caracteriza por aumento de volumen,
con aspecto «abollonado» de consistencia pétrea. Hay
pocas fistulas por las que drena exudado filante que
contiene granos blanquecinos que se perciben a simple
vista y su tamafio varia de 1 a 5 mm. Suele haber infec-
cion bacteriana sobreagregada de las fistulas por Sta-
phylococcus aureus, en cuyo caso el exudado se torna
purulento. Este micetoma inicialmente es asintomatico
y en su proceso evolutivo hacia la cronicidad puede
causar dolor. El agente causal es osteofilico, aunque
en menor grado que N. brasiliensis. La afectacion 6sea
se distingue por lesiones liticas en sacabocado, deno-
minadas «geodos», que pueden dafiar todos los huesos
del pie; es posible que haya artrodesis de las articula-
ciones con limitacion de los movimientos e incapacidad
para la deambulacién.?* El diagndstico se establece por
examen directo mediante la observacién del grano, que

se caracteriza por ser grande, blanquecino, blando, de
bordes cartogréaficos y con fleco en la periferia. Los gra-
nos son un conglomerado de filamentos microsifonados
adheridos por el cemento de unién, compuesto por un
polisacérido acido sulfatado que les da cohesién, lo que
les confiere su aspecto caracteristico.®

En el estudio histopatol6gico se observan granos
multilobulados con bordes festoneados, borde periféri-
€O que se tifie intensamente con hematoxilina y centro
palido; estos granos estan rodeados por franjas de
largos flecos constituidos de filamentos frecuentemente
bifurcados, eosindfilos.®

En eumicetomas causados por Madurella myceto-
matis se han detectado tres tipos de reaccion inflama-
toria.” La reaccion tipo | se caracteriza por una zona de
neutréfilos que rodean al grano, una zona intermedia de
macréfagos, células gigantes y una zona periférica que
contiene linfocitos y células plasmaticas. La reaccion tipo
Il no tiene la zona de neutrdfilos y el grano esté rodeado
por macrofagos y células gigantes. La reaccion tipo I
consiste en un granuloma epitelioide discreto, con cé-
lulas gigantes de Langhans sin granos bien formados.?

Mediante el uso de técnicas de inmunohistoquimica
se evidenci6 que en la reaccién tipo |, la zona que rodea
al grano, dio positiva para CD15 (neutrdfilos); la zona Il
fue positiva para CD68 (macréfagos) y CD3 (linfocitos
T); mientras que la zona lll contiene células positivas
para CD20 (linfocitos B). Asimismo, se demostré la
existencia de 1gG, IgM y complemento en la superficie
de los granos y en los filamentos que rodean al grano.
Los neutrdfilos y macréfagos recluidos en la lesion por
el complemento participan en el ataque al grano.

La tarea de la respuesta inmunitaria innata de la piel
consiste en movilizar rapidamente los componentes de
la respuesta del huésped, incluidos los queratinocitos,
neutrdéfilos, mastocitos, eosindfilos y macrofagos. Estas
células expresan una gran variedad de patrones de
reconocimiento, como los receptores tipo Toll y recep-
tores a manosa, que son activados por componentes
de microorganismos patdégenos.®

Los macréfagos son células del sistema mononuclear
fagocitico (SMF) que se originan en la médula 6sea
como monoblastos y luego se diferencian en promono-
citos y monocitos. Pertenecen a la serie mielocitica. De
la médula ésea emigran y se localizan al interior y fuera
de los érganos linfaticos, su periodo de vida y fenotipo
dependen de su origen y microambiente, algunos de
ellos pueden diferenciarse en células dendriticas.

Estas sorprendentes células constituyen la segun-
da poblacion celular del sistema inmunitario y son
parte crucial de lainmunidad innata. Son capaces de
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secretar mas de 100 productos biolégicamente activos
y poseen mas de 100 receptores de superficie celular,
sus funciones van desde actividades arcaicas evolu-
tivamente como la fagocitosis, hasta actividades muy
evolucionadas como la presentacion de antigenos.
Asi, en la actualidad se considera que intervienen
en tres funciones preponderantes del hospedero:
inflamacion-regeneracion de tejidos, procesos inmu-
nolégicos y homeostasis.°

Para ello llevan a cabo siete funciones: 1) Fagocito-
sis de microorganismos y algunas células. 2) Elimina-
cion de células viejas, detritus y cuerpos extrafios. 3)
Regulacion de hematopoyesis. 4) Interaccién bidirec-
cional con linfocitos. 5) Presentacién de antigenos para
montar respuesta inmunitaria especifica. 6) Secrecién
de méas de 100 productos biol6gicamente activos. 7)
Actividad antitumoral.

Tradicionalmente se considera que para que los
macrofagos logren su plena actividad deben pasar de
un estado de reposo a un estado de activacién por
sefales, primero de INF-y y luego una segunda sefial
dada por el lipopolisacarido (LPS). Desde el punto de
vista funcional las células del SMF se dividen en dos
grandes grupos: macroéfagos tipo 1 (M1) y macréfagos
tipo 2 (M2).

El tratamiento con INF-y o LPS induce macréfagos
M1 que se consideran proinflamatorios y secretan
TNF-a, IL-1B, IL-12 y promueven la generacién de lin-
focitos Thl, especies reactivas de oxigeno derivadas
de 6xido nitrico y pueden destruir células tumorales;
mientras que el tratamiento con IL-4 o IL-13 induce M2,
los cuales secretan interleucinas antiinflamatorias como
la IL-10 y factor de crecimiento semejante a la insulina,
promueven la regeneracion de tejidos y angiogénesis.
Es importante tener en cuenta que estas células pueden
cambiar de fenotipo, por ejemplo la fagocitosis de célu-
las en apoptosis por macréfagos de tipo M1 los desac-
tiva y puede transformarse en macro6fagos tipo M2.1112

La activacién de los macrofagos en el proceso fago-
citico conduce a la destruccion del material endocitado y
entre los principales mecanismos citotdxicos se encuen-
tra la fosfatasa &cida (FA) que comprende un conjunto
de enzimas ampliamente repartidas en el organismo que
pertenecen al grupo de las fosfatasas. Las fosfatasas
acidas son enzimas hidroliticas que pertenecen al grupo
de las fosfomonoesterasas que a pH 5.0 acttan en los
ésteres del acido fosférico, liberando alcohol y fosfato
inorganico como producto de la reaccion.’®4 La FA
cataliza la siguiente reaccion:

Monoéster ortofosforato + H,O = alcohol + H,PO,.

Se almacena en los lisosomas y funciona cuando
éstos se unen a los endosomas. Se considera la FA
un marcador lisosémico.'® Esta enzima se encuentra
en polimorfonucleares neutrofilos, macrofagos, fibro-
blastos y linfocitos'® y esta relacionada con procesos
de lisis celular,'”!8 queratinizacién,*-2 metabolismo de
huesos,? inflamacion? y en la sintesis y degradacion
de colageno.?*

Objetivo

Estudiar mediante el uso de la técnica de microscopia
de transmision la capacidad de activacion de macro-
fagos peritoneales murinos infectados in vitro con
Actinomadura madurae.

MATERIAL Y METODOS

In6culo. Se utilizé la cepa de Actinomadura madurae
ATCC 19425, se cultivo en caldo Yeme a 37 °C durante
15 dias, se ajusté al tubo 1 del nefelémetro de McFar-
land (300 x 108 UFC/mL) en solucién salina, se disgregé
con perlas de vidrio durante 30 minutos, se centrifugdy
resuspendié en el mismo volumen de medio RPMI 1640.

Fagocitosis. Se tomaron ratones Balb/c hembras
de 21 g de peso, a los cuales se les inocularon 5 mL de
medio RPMI 1640 (Caisson REF:RPL 03-500 mL made
in USA) intraperitoneal, se extrajeron alrededor de 3 mL
de suspension celular y se lavaron por tres ocasiones
con solucién salina de Alsever, las células se ajustaron
aproximadamente a 100 x 10® células/mL en medio
RPMI suplementado con suero de ternera (HyClone cat
SH30071.02 Logan Utah USA) al 10%, en tubos de 15 mL
para cultivo de células se coloco 1 mL de la suspension
de células y se agregaron 0.1 mL de una suspension de
A. madurae, se incubaron a 37 °C en atmosfera de CO,
al 5%, se tomaron alicuotas a diferentes tiempos (15, 30,
45 y 60 min), se lavaron con solucién salina y se fijaron
con glutaraldehido al 2.5% en buffer de cacodilatos 0.1 M.

Técnica de microscopia electrénica, fijando
con glutaraldehido y tetroxido de osmio (0sO,),
se incluyen en resina y se observan
en el microscopio electronico Jeol 2000 EX.

Una vez obtenidas las células se fijaron inmediatamente
con glutaraldehido al 2.5% en buffer de cacodilatos 0.1
M por 45 min a 37 °C, se lavaron tres veces con buffer
de cacodilatos 0.1 M dejando 10 min entre cada ocasion,
se adicioné OsO, al 1% en el mismo buffer durante
30-60 min a temperatura ambiente, se hizo un lavado
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tres veces con buffer de cacodilatos 10 min en cada
ocasién y se deshidraté en concentraciones crecientes
de alcohol etilico comenzando con 50, 60, 70, 80, 90%
y absoluto por 10 min cada uno, luego por tres alcoholes
absolutos 10 min cada uno, se realizé la preinclusion en
resina Spurr a temperatura ambiente colocando primero
en alcohol-resina V/V durante dos horas y después en
alcohol-resina 1 + 3 por dos horas, después en resina
sola durante dos horas, se hicieron tres cambios de
resina al 100%. La inclusion se llevé a cabo en resina
Spurr polimerizandose en estufa a 60 °C durante 24-48
horas. Todos los bloques se cortaron en el ultramicrotomo
E tipo 7011704 Reichert-Jung, se montaron secciones
de tono plateado a amarillo claro sobre rejillas de 400
Mesh sin membrana de soporte. El postcontraste se
realiz6 con uranil acetato saturado en alcohol metilico y
posteriormente en citrato de plomo, las muestras fueron
observadas en el microscopio electrénico Jeol 2000 EX.?

Técnica de fosfatasa acida
para microscopia electrénica

Se inyectd por via intraperitoneal un lote de ratones
hembras Balb/c con un mililitro de una suspension que
contiene A. madurae en solucidn salina ajustada al tubo
1 de McFarland (300 x 10 UFC/mL) previamente trata-
das con formalina, se inocularon por via intraperitoneal,
posteriormente se hicieron lavados peritoneales a los
3,5, 10, 15y 20 min. Una vez obtenidas las células se
fijaron inmediatamente con glutaraldehido al 2.5% en
buffer de cacodilatos 0.1 M con pH de 7.2 por 20 min
a 4 °C, se lavaron tres veces con buffer de cacodilatos
0.1 M por 10 min en cada ocasion, se cambid el buffer
por buffer de Tris-maleato pH de 5.2 a4 °C y se incubé
con el sustrato (B-glicerofosfato) por una hora a 37 °C,
se lavé tres veces con buffer Tris-maleato por 10 min en
cada ocasién, luego se lavd con buffer de cacodilatos
con pH de 7.2 toda la noche a 4 °C, posteriormente se
fij6 con tetroxido de osmio al 1% durante 30-60 min a
temperatura ambiente, se lavé tres veces con buffer de
cacodilatos 10 min en cada ocasién y se deshidraté en
concentraciones crecientes de alcohol etilico, comen-
zando con 50, 60, 70, 80, 90% y absoluto por 10 min
cada uno, después por tres alcoholes absolutos 10 min
cada uno, se realizo la preinclusion en resina Spurr a
temperatura ambiente colocando primero en alcohol-
resina V/V durante dos horas y luego en alcohol-resina
1 + 3 por dos horas, después en resina sola durante dos
horas, se hicieron tres cambios de resina al 100%. La
inclusién se llevé a cabo en resina Spurr polimerizan-
dose en estufa a 60 °C durante 24-48 horas. Todos los

bloques se cortaron en el ultramicrotomo E tipo 7011704
Reichert-Jung, se montaron secciones de tono plateado
a amarillo claro sobre rejillas de 400 Mesh sin membrana
de soporte. El postcontraste se realizé con uranil ace-
tato saturado en alcohol metilico y posteriormente en
citrato de plomo, las muestras fueron observadas en el
microscopio electronico Jeol 2000 EX.?®

RESULTADOS

Se estudi6 la fagocitosis de A. madurae por macréfagos
peritoneales de ratén Balb/c hembras in vitro, se toma-
ron alicuotas de los macréfagos infectados a los 15, 30
y 60 minutos para observar las diferentes etapas de la
fagocitosis, como la adherencia, penetracion, formacion
del fagosoma y la activacién de la célula para la muerte
y destruccién del microorganismo fagocitado.

En la primera etapa se estudiaron macréfagos mu-
rinos sin infectar, en la que se detect6 el nicleo, mito-
condrias y lisosomas, como se muestra en la figura 1.

La siguiente etapa de estudio es la adherencia del
microorganismo a las células fagociticas, que ocurrié a
15 minutos aproximadamente de la infeccion (Figura 2).

Adherencia:
Micrografia electronica de un macréfago peritoneal de

raton Balb/c en contacto con el microorganismo (Acti-
nomadura madurae).

LAl —
[} I'IL'IM L]

Figura 1. Macro6fago peritoneal murino sin infectar.
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La siguiente etapa de estudio es la endocitosis, con la Activacién del macréfago
formacién de una vacuola endocitica (fagocitica) como
se muestra en la figura 3. Para determinar la activacién de los macréfagos que
A 30y 60 minutos de la infeccidn, podemos observar han fagocitado a la Actinomadura madurae se aplico la
la presencia de varios fagolisosomas con Actinomadura técnica de precipitacion de la fosfatasa 4cida adaptada
madurae en su interior (Figura 4). para microscopia electronica de transmision (Figuras
5y6)

BN o
e s
i T -
Figura 2. Adherencia de Actinomadura madurae a los macroé- B _ _
fagos peritoneales murinos. Figura 4. Formacion de fagolisosoma con Actinomadura

madurae a los 60 minutos.

TR o e

Figura 5. Observacion de la activacion de los macrofagos
Figura 3. Adherencia y endocitosis de Actinomadura madurae peritoneales murinos por Actinomadura madurae por la técnica
a los macréfagos peritoneales murinos. de la precipitacion de la fosfatasa acida en el fagolisosoma.
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Figura 6. Acercamiento para observar la precipitacion de
la fosfatasa &cida en el fagolisosoma del macréfago murino
activado con Actinomadura madurae.

Se observaron microorganismos dentro de fagoso-
mas. Por otra parte, la reaccion de la fosfatasa acida
dentro de los fagolisosomas es positiva (se aprecia
precipitacion) indicando la activacion de la célula.

DISCUSION

Una de las primeras lineas de defensa que muestra el
huésped al ser infectado por un microorganismo como
Actinomadura madurae son los macréfagos presentes
en la piel, los cuales son capaces de destruir o dismi-
nuir microorganismos agresores al ser activados por
éstos, de tal manera que al estudiar a los micetomas
producidos por Actinomadura madurae estas células
son especialmente esenciales al principio de la infeccion
y con menor presencia, pero no menos importantes,
durante la evolucion de la enfermedad, ya que las cé-
lulas en mayor cantidad en los actinomicetomas son los
polimorfonucleares neutréfilos y algunos macréfagos.

Nos dimos a la tarea de estudiar una de estas po-
blaciones celulares (macréfagos peritoneales murinos)
y asi saber qué tan eficiente es en la destruccién de
Actinomadura madurae y el porqué de la implantacion
de la enfermedad.

Llevamos a cabo la fagocitosis in vitro y la observa-
mos a diferentes tiempos, en los primeros 15 minutos
detectamos la adherencia del microorganismo y la

penetracién del mismo por los macréfagos, como se
muestra en las figuras 2 'y 3.

Se observaron las fases de adherencia, endocitosis
y formacién del fagosoma durante la infeccion del ma-
crofago in vitro con Actinomadura madurae.

En la figura 4 pueden apreciarse varios fagosomas
en los macréfagos que revelan la presencia del mi-
croorganismo.

Para saber si los macréfagos fueron activados por
el Actinomadura madurae fagocitado se aplicé la téc-
nica de precipitacién de la fosfatasa acida adaptada a
microscopia electronica de transmisién y dentro de los
fagosomas observamos la presencia de un precipitado,
de tal forma que podemos manifestar que la célula si ha
sido activada y es capaz de destruir al microorganismo.

CONCLUSION

Actinomadura madurae es fagocitada y destruida por
los macro6fagos peritoneales murinos in vitro.
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