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Presencia de lactoferrina (LF) en la esporotricosis linfocutanea.
Péptido antimicrobiano unido a levaduras
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Resumen

La esporotricosis es una micosis subcutanea frecuente en América Latina cuyos agentes causales son hongos dimdrficos
pertenecientes al complejo de especies cripticas Sporothrix schenckii. La infeccion se adquiere por la inoculacion traumatica
de material organico contaminado. La respuesta inmune del huésped incluye la quimiotaxis de neutrdfilos polimorfonucleares
(PMN) y la liberacion de sus componentes granulares. La LF es una proteina perteneciente a la familia de las transferrinas
que se encuentra presente dentro de las estructuras granulares. Se considera que afecta al crecimiento y desarrollo de
agentes infecciosos, incluyendo bacterias y hongos. La expresion de LF en la esporotricosis no ha sido reportada previa-
mente. Objetivo: Determinar la expresion de LF usando la técnica de inmunohistoquimica en la esporotricosis humana.
Material y métodos: Se realizé una bisqueda en los archivos del Servicio de Dermatologia del Hospital General Dr. Manuel
Gea Gonzalez durante un periodo de cinco afos; se seleccionaron los casos con diagndstico de esporotricosis confirmado
por biopsia ylo cultivo positivo. Resultados: Se identificaron seis casos, de los cuales sdlo tres contaban con material
bioldgico suficiente. En todos los casos se detectd la presencia de LF alrededor de las estructuras fungicas.

PALABRAS CLAVE: Inmunidad innata. Lactoferrina. Sporothrix schenckii.

Abstract

Sporotrichosis is a common subcutaneous mycosis in Latin America, produced by dimorphic fungi belong to Sporothrix
schenckii complex of cryptic species. Infection is acquired by traumatic inoculation with contaminated organic material. Host
immune response includes polymorphonuclear neutrophils chemotaxis and release of granular components. Lactoferrin is a
protein member of the transferrin family of iron-binding proteins, present inside polymorphonuclear granular structure, and
has been reported to affect growth and development of infectious agents, including fungal organisms. Nevertheless, lactofer-
rin expression in sporotrichosis infections has not been reported yet. Objective: To determine the expression of lactoferrin
using immunohistochemical staining in sporotrichosis human infection. Material and methods: The dermatology department’s
files during a period of five years were reviewed; cases with a diagnosis of sporotrichosis were selected and lactoferrin
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immunostaining was performed when enough biological material was available. Results: Three cases with a diagnosis of
sporotrichosis and adequate biological material on paraffin block were identified. In all cases, lactoferrin immunostaining was

positive around yeast cell. (Gac Med Mex. 2016;152:831-5)
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|ntroducci6n

La esporotricosis es una micosis subcutanea fre-
cuente en México y con una alta prevalencia en Lati-
noamérica'* que se adquiere por la inoculacion trau-
matica de material orgéanico contaminado®. La
respuesta inmune del huésped incluye la quimiotaxis
de PMN vy la subsecuente liberacion de sus compo-
nentes granulares®. La respuesta inmune innata es
crucial en el control del crecimiento del patégeno y la
activacion subsecuente de la inmunidad adaptativa’.
La primera linea de defensa de la inmunidad innata la
constituyen las barreras naturales que separan el or-
ganismo del medio ambiente (piel y mucosas); en es-
tos tejidos se producen sustancias antimicrobianas®.
Una vez se introduce el hongo en el hospedero, en-
frenta una serie de mecanismos de defensa que inclu-
yen el reconocimiento por parte de los receptores
celulares, la interaccion con péptidos antimicrobianos
(PAM) vy la fagocitosis, entre otros®. En la actualidad,
se considera que los PAM poseen propiedades anti-
microbianas directas; ademas, activan y coordinan
multiples componentes de la repuesta innata y adap-
tativa. Entre los PAM mejor caracterizados se encuen-
tran las B-defensinas, las catelicidinas, la LF, la lisozi-
ma, las perforinas, etc.™.

La LF se considera un PAM importante que participa
en la respuesta inmune contra virus, bacterias y hon-
gos'"18, Es una proteina transportadora de hierro que
no posee grupo hemo, es miembro de la familia de las
transferrinas'™ y se caracteriza por su gran afinidad al
hierro, incluso en Ph muy &cido. Si bien se ha identifi-
cado la presencia de LF en la respuesta inmune con-
tra Candida albicans, no se ha reportado en otros
hongos. El objetivo de este trabajo fue identificar la
expresion de LF en cortes histologicos obtenidos de
pacientes con esporotricosis.

Material y método

El presente trabajo fue aprobado por los comités de
ética de las instituciones participantes y se realizd

cumpliendo lo estipulado en la declaracion de Helsin-
ki. Se revisaron los expedientes del Servicio de Der-
matopatologfa de un periodo de cinco afios (2003-
2008). Se incluyeron los casos con diagnostico de
esporotricosis confirmado por estudio histolégico y/o
cultivo (Fig. 1). En todos los casos se descartaron
otras infecciones cutaneas como causa de las lesiones
clinicas. Se excluyeron tres casos que no contaban
con suficiente material biolégico. Los cortes histoldgi-
cos fueron revisados de manera independiente por
dos observadores. A continuacion se describe la téc-
nica para realizar las tinciones:

— Tincion con hematoxilina-eosina.

Se utilizé hematoxilina de Harris durante 1 min para
tefir el tejido; posteriormente se lavd con agua. Para
diferenciar se utilizé alcohol &cido, se lavo y seguida-
mente se aplicé agua amoniacal para virar; se lavod y
tind nuevamente con eosina por 30 s; se deshidratd y
se monto.

- Técnica para la deteccion de LF por inmunohis-

toquimica.

Para la deteccion de la LF se utilizo el Cell and tissue
staining kit goat kit HRP-AEC System (catalogo num.
CTS009) de R&D Systems; el anticuerpo primario fue
la inmunoglobulina G policlonal anti-LF humana, ela-
borada en cabra, a una concentracion de 200 ug/ml,
de los laboratorios Santa Cruz Biotechnology.

Resultados

Los cortes histolégicos tefiidos con hematoxilina-eo-
sina confirmaron los reportes previos encontrados en
los expedientes clinicos y mostraron imagenes com-
patibles con esporotricosis, que se caracterizan por
un infiltrado inflamatorio granulomatoso crénico, com-
puesto por histiocitos epitelioides, con o sin presencia
de células gigantes multinucleadas; en el centro del
granuloma se observaron colecciones de neutréfilos'™ 16,
Solo en el caso 3 se evidenciaron cuerpos asteroides.
La tincién con LF en un caso facilité y en los otros me-
joré la visualizacién de las levaduras (Fig. 2). Conco-
mitantemente, utilizando la deteccion con inmunofluo-
rescencia, se encontré la presencia en el infiltrado
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Figura 1. Imagen clinica: esporotricosis linfocutanea.

Figura 2. Tincion de inmunohistoquimica para LF en epidermis, dermis y tejido celular subcutaneo (cada foto corresponde a un paciente

diferente).

inflamatorio de linfocitos de tipo CD4+ en la epidermis,
alrededor de las estructuras vasculares dérmicas y en
el tejido celular subcutaneo (Fig. 3).

Discusion

La LF forma parte de la respuesta inmune innata y
constituye un puente entre ésta y la respuesta adap-
tativa. Entre los mecanismos de accién reportados
contra las bacterias se encuentran la permeabilizacion
de la membrana, el secuestro del ion Fe3*, la inhibicion

del crecimiento bacteriano y de la expresion de facto-
res de virulencia'” 8. La funcion bactericida de la LF
se atribuye a su asociacion directa sobre la superficie
bacteriana. En bacterias gramnegativas su unién al
lipopolisacérido dafia la membrana externa'®; en otras
bacterias previene la adhesion a las células del hués-
ped. Su accion en los hongos se reportd para Candida
spp. Se describieron dos mecanismos antifungicos: el
secuestro del ion Fe3* y los cambios en la permeabi-
lidad de la membrana, de forma similar a lo que ocurre
en las bacterias®®?. Las acciones sobre la membrana
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Figura 3. Linfocitos CD4 presentes en epidermis, dermis y perivasculares.

celular se observaron tanto con LF bovina como con
LF humana y con péptidos derivados de éstas. Por
ejemplo, utilizando un péptido constituido por los ocho
primeros residuos del extremo N-terminal de LF bovi-
na, se observd la union al lipido A, presente en la
membrana citoplasmatica de una cepa multirresisten-
te de Candida sp, lo que indujo la permeabilizacion de
la membrana flngica?. Otro efecto reportado fue la
diferenciacion de monocitos a macréfagos, acompa-
fiada de un aumento en el reconocimiento de patége-
nos?. Por otra parte, en condiciones experimentales,
se asocio la accion de la LF con la activacion de una
respuesta inmune polarizada de tipo Th-12°. Se consi-
dera que la LF favorece la maduracién de las células
dendriticas y la activacion de las células T. La adminis-
tracion oral de LF aumenta la produccion de interleucina
8, interleucina 10 e interferdn y en los linfocitos del epi-
telio intestinal y en los nddulos linfaticos mesentéricos;
asi mismo, aumenta el nimero de linfocitos CD4 y CD8
y de células natural killer. En el intestino delgado aumen-
ta la expresion de NOD-2 (nucleotide-Binding oligomeri-
zation, domain containing-2), interferén B e interleucina
12p40%. Desde el punto de vista clinico, los beneficios
reportados de la administracion oral de LF incluyen una
mejoria en la microflora intestinal, un aumento de la ferri-
tina sérica y el hematocrito, y una disminucion de la
presentacion de enfermedades del tracto respiratorio
bajo. En lo referente a las infecciones cutaneas, en mo-
delos animales, la administracion de LF ha demostrado
efectos benéficos en el herpes virus y la candidiasis
oral’”, mientras que en humanos un estudio doble ciego
demostrd un efecto benéfico en tinea pedis.

En los casos de esporotricosis reportados en el pre-
sente trabajo se encontrd la presencia de LF en la

superficie de las levaduras de S. schenckii y de linfo-
citos CD4+ en la reaccion granulomatosa presente en
los tejidos circundantes, de forma similar a lo reporta-
do para otros microorganismos?®. Ello sugiere que la
LF se une a la pared fungica. Sin embargo, la compo-
sicion de la pared en S. schenckii difiere de Candida
sp?, por lo que probablemente en este caso actle
méas como un marcador de quimiotaxis y/o inductor de
la diferenciacién de monocitos a macréfagos que
como un fungicida directo.

En la actualidad, se encuentran en desarrollo diver-
sos PAM derivados de la LF que presentan una acti-
vidad variable contra C. albicans y en modelos in vitro
de membranas fungicas. Algunos péptidos derivados
de la LF pueden alterar la distribucion de las particulas
dentro de la membrana afectando a su morfologia y
facilitando su destruccion3®%, Los anélisis de eficacia
y toxicidad de la LF y/o sus derivados peptidicos, en
las diversas modalidades de administracion (cutanea
0 sistémica), parecen prometedores para la genera-
cion de nuevos farmacos antifungicos.

Conclusion

La LF est4 presente y adherida en las levaduras de
S. schenckii, lo que sugiere su accion fungistatica y
su participacion en la respuesta inmune innata en la
esporotricosis.
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