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Resumen : Madurella mycetomatis es el agente etiolégico mas frecuente del
eumicetoma, enfermedad infecciosa crénica que se adquiere por inoculacién traumatica,
principalmente en los miembros inferiores. Suele afectar a jévenes entre los 15 y los 30
anos de edad y su tratamiento es complicado, involucrando abordaje quirurgico, uso
cronico de antifingicos y en ocasiones puede llevar a la amputacion del miembro
afectado. En la actualidad no existe una prueba inmunoldgica rapida, econémica vy
accesible para el diagnéstico de esta enfermedad. Por todo lo anterior este trabajo tiene
el proposito de obtener antigenos proteicos del extracto celular de Madurella
mycetomatis, que puedan ser empleados en el diseio de una prueba de
inmunodiagnéstico.

Objetivo: Identificar los antigenos inmunodominantes de Madurella mycetomatis
reconocidos por anticuerpos en ratones infectados o inmunizados.

Material y métodos: Se infectaron 27 ratones hembra BALB/C de 8-12 semanas con
una suspension de Madurella mycetomatis usando 3 diferentes vias de inoculacion:
intraperitoneal, subcutanea dorsal y subcutanea en cojinete plantar. A partir de un
extracto celular crudo de Madurella mycetomatis, se analizaron antigenos proteicos en
un gel SDS-PAGE, los cuales fueron reconocidos por suero de ratones infectados con
Madurella mycetomatis o inmunizados con el extracto celular crudo, utilizando la técnica
de Western blot.

Resultados y conclusion: Se identificaron los antigenos inmunodominantes de =~ 95 k-
Day 40 k-Da, los cuales son reconocidos por anticuerpos en ratones infectados con
Madurella mycetomatis o inmunizados con el extracto celular crudo.



CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Descripcion microbiolégica de Madurella mycetomatis

Madurella pertenece al orden Sordariales, de la familia de los ascomicetos, del reino
fungi '. Macroscopicamente forma colonias de crecimiento lento, a temperatura 6ptima
de 37°C, las cuales tienen una apariencia vellosa, algodonosa o aterciopelada, con
pliegues irradiados y de color marrén o gris y pigmento oscuro en el centro.
Microscopicamente presenta fidlides pequefias con conidios piriformes de 3.5 a 5 um,
que se originan de conidiéforos simples o ramificados y en los cultivos viejos se pueden
observar esclerotes negros?. Madurella mycetomatis es un hongo productor de melanina

e inclusive se encuentra en los granos del paciente con eumicetomas3.

1.2 Modo de transmision de Madurella mycetomatis

Madurella mycetomatis es un microorganismo sapréfito y es responsable del
desarrollo del eumicetoma. Las alteraciones climaticas extremas son un requisito para
su supervivencia y se ubica en el suelo o espinas de arbustos*® principalmente del
género Acacia®.

Se ha propuesto otro habitat natural, donde Madurella mycetomatis parece ser
una especie de Chaetomium asexual no esporulada, que en muchas ocasiones se
encuentra en el estiércol de mamiferos como nicho ecolégico principal y desempena un
papel primordial en la adquisicién del eumicetoma®?.

El rol de reservorios animales ha demostrado ser importante para muchas otras
infecciones subcuténeas, sin embargo, para el eumicetoma, no han sido identificados

hospederos intermediarios®.



1.3 Eumicetoma

La enfermedad presenta una distribucién mundial sin embargo, es endémica en
regiones tropicales y subtropicales que pertenecen al “cinturén del micetoma” el cual se
encuentra entre las latitudes 15° al sur y 30° al norte del ecuador 8 y los paises con mayor
prevalencia son: Sudan, Somalia, Senegal, India, entre otros®1°.

El eumicetoma afecta principalmente al género masculino'® entre los 20 y los 40
afios de edad, siendo los agricultores el grupo laboral con mayor prevalencia®'. El pie es
la region anatémica mas comunmente afectada, representando el 82% de los casos, sin
embargo, se puede presentar en otras areas del cuerpo, como las rodillas, los brazos,

las piernas, la cabeza, el cuello e incluso los gluteos y el pering'2.

1.3 Presentacion clinica del eumicetoma por M. mycetomatis

Después de la inoculacion traumatica por espinas, la infeccién inicia como una
pequena masa no dolorosa, la cual progresa lentamente en un periodo de tiempo largo
y aumenta gradualmente de tamafio y puede evolucionar a multiples nddulos
secundarios conectados a un absceso profundo y a la superficie de la piel.
Posteriormente hay exudado de pus y granos de color negro, a través de multiples
trayectos sinuosos. La infeccion puede extenderse hacia los musculos y los huesos

provocando deformidad del sitio afectado'-15.

1.4 Respuesta inmune en el eumicetoma

En las areas endémicas de la enfermedad, todos los individuos estan en riesgo
de adquirir la infeccién; sin embargo, no esta claro por qué algunas personas desarrollan
eumicetoma y otras no. Varias hipdtesis correlacionan defectos en la inmunidad mediada
por células y la susceptibilidad de adquirir micetoma en los individuos'®. En el desarrollo
del micetoma se han asociado polimorfismos en los genes que influyen en la funcién de
los neutréfilos o su atracciéon'’, asi como mutaciones en el receptor 1 del complemento,
la éxido nitrico sintasa 2, la distribucion de los alelos para los genes que codifican IL-10

y el ligando del receptor de quimiocina CC5'7-19,



En los pacientes con eumicetoma Ia respuesta inmune Th1 se encuentra en la
fase aguda de la infeccién; mientras que, larespuesta Th2 y las citocinas antinflamatorias

(IL-35, IL-37) podrian tener un impacto negativo en el desarrollo del eumicetoma y la
progresion de la enfermedad,

Existe una correlacién negativa con el tamafio de la lesién, la duracion de la
enfermedad y los niveles de IL-18 e IL-12; mientras que, los de IL-37 e IL-35 se

correlacionan de manera positiva. Un aumento en la IL-1B disminuye los niveles de IL-
37 y un incremento de IL-12 disminuye los de IL-352".

1.5 Evaluacién diagnéstica del eumicetoma por M. mycetomatis

Es importante establecer el diagnéstico diferencial del actinomicetoma (causado
por bacterias como Nocardia brasiliensis) sobre el eumicetoma (causado por hongos
como Madurella mycetomatis), para administrar tratamientos apropiados, ya que en el
actinomicetoma se utilizan antibiéticos, mientras que, en el eumicetoma se usa una
combinacion de terapia quirtrgica y antimicética?2.

Las herramientas diagnosticas disponibles en la actualidad incluyen: estudios de
imagen, para determinar la extensién de las lesiones en los diferentes planos tisulares,

examenes histopatolégicos, microbioldgicos?® y moleculares.

1.6 Estudios de imagen para el diagnéstico del eumicetoma por Madurella
mycetomatis

Estudios de imagen como las radiografias del area afectada suelen usarse para
identificar los limites de las lesiones y determinar si el hueso esta afectado?4.

El ultrasonido se ha utilizado para identificar la presencia de ecos hiperrefléxicos
en pacientes con sospecha micetoma?>.

La resonancia magnética nuclear (RMN) es util para la visualizacién de tejidos
blandos y destruccién 6sea®, con esta técnica, los granos se observan como un

conglomerado de pequefas lesiones circulares hiperintensas (2-5 mm) rodeadas por un



anillo de baja intensidad?’. Sin embargo, ninguin estudio de imagen permite diferenciar
lesiones por actinomicetoma o eumicetoma.

1.7 Analisis histopatolégico y microbiolégico para el diagnéstico del eumicetoma
por Madurella mycetomatis

El examen histopatolégico, ademas del cultivo de los granos obtenidos de los
pacientes, ha demostrado tener una sensibilidad del 95.2% y una especificidad del
95.4%?2° para el diagnostico del eumicetoma, pero se requieren de estudios invasivos
como la biopsia de piel®?® para el analisis de los granos caracteristicos de esta
enfermedad, los cuales estan formados por micelios flingicos densamente
empaquetados, embebidos en un material extracelular duro y oscuro®’. Se han descrito
dos tipos de granos: los filamentosos y los vesiculares®'; los primeros son los mas
comunes y contienen hifas tabicadas y ramificadas de color marrén?®. Su composicion
quimica no esta del todo clara; sin embargo, se han identificado lipidos, proteinas, DHN
melanina, Cobre, Zinc y Calcio32.

El analisis inmunohistoquimico ha permitido clasificar 3 tipos de granos. El tipo |
presenta tres zonas: la primera, inmediatamente alrededor del grano presenta neutréfilos
CD15+; la intermedia contiene macréfagos CD68+ y linfocitos T CD3+ y otra zona
periférica donde se observan linfocitos B CD20+ y células plasmaticas. En el tipo Il no se
observan neutrdfilos y los granos estan rodeados por macréfagos y células gigantes. El
tipo Ill se caracteriza por granulomas epiteloides bien organizados con células de
Langerhans gigantes33.

El estudio por histologia unicamente permite distinguir entre actinomicetoma y
eumicetoma; por lo cual, el cultivo de los granos obtenidos en la biopsia sigue siendo el
estandar de oro para la identificacion del agente causal®**3, pero tarda semanas y

requiere de personal con mucha experiencia, o que puede ocasionar un tratamiento
erréneo de la enfermedad.



1.8 Analisis molecular para el diagnéstico del eumicetoma por Madurella
mycetomatis

Anteriormente la tnica herramienta disponible para la identificacion de las
especies de Madurella era la secuenciacién de la region ITS rDNA y los genes
codificantes de proteinas como la R-tubulina y la subunidad de la RNA polimerasa I1%°.
Posteriormente se desarrollaron para las mismas especies primers especificos para
LAMP y RPA, usando la regién ITS%,

Recientemente el grupo de trabajo de Ahmed y colaboradores desarrollaron una
PCR multiplex en tiempo real capaz de detectar e identificar las 4 especies mas
frecuentes de Madurella: M. fahalii, M. mycetomatis, M. pseudomycetomatis y M.

Tropicana; sin embargo, estos abordajes diagndsticos son muy caros y en general no
estan disponibles en las areas endémicas?®.

1.9 Inmunodiagnéstico del eumicetoma por Madurella mycetomatis

En el afo de 1964 Mahgoub identifico en el suero de pacientes con eumicetoma
anticuerpos contra Madurella mycetomatis, usando las técnicas de inmunodifusion®® y
contrainmunoelectroforesis, que en términos de sensibilidad para el eumicetoma,
demostrd ser superior a la inmunodifusion®®. También se ha intentado el Western blot
donde se identificaron antigenos de Madurella mycetomatis con un peso molecular de
95, 60 y 45 Kda;* sin embargo, estos métodos no son lo suficientemente sensibles y
especificos ya que utilizan técnicas de extraccion de antigenos que no estan
estandarizadas y por lo tanto se observan muchos resultados falsos positivos vy

negativos, disminuyendo asi su valor diagndstico3®41,



CAPITULO 2

DEFINICION DEL PROBLEMA

En la actualidad no existen pruebas seroldgicas sensibles, especificas y
econdmicas que brinden un resultado rapido para establecer un diagnostico diferencial

del eumicetoma, lo cual impide el tratamiento adecuado de la enfermedad.



CAPITULO 3

JUSTIFICACION

La identificacion de antigenos inmunodominantes de Madurella mycetomatis

permitira evaluar la respuesta de los anticuerpos para disefar pruebas seroldgicas

sensibles, especificas y econémicas, dtiles en el diagndstico diferencial de la
enfermedad.



CAPITULO 4

HIPOTESIS

Los antigenos inmunodominantes de Madurella mycetomatis son reconocidos por

anticuerpos presentes en el suero de ratones infectados o inmunizados.



CAPITULO 5

OBJETIVO GENERAL

Identificar los antigenos inmunodominantes de Madurella mycetomatis reconocidos por

anticuerpos presentes en el suero de ratones infectados o inmunizados.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Disefar una técnica de extraccion de antigenos de Madurella mycetomatis.

2. Desarrollar un modelo de infeccién e inmunizacion con Madurella mycetomatis en
ratones BALB/c.

3. Analizar la respuesta inmune por anticuerpos IgG en ratones BALB/c infectados o

inmunizados con Madurella mycetomatis.



CAPITULO 6

MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones BALB/c hembras de 8-12 semanas de edad, con un peso de

25-30 g. Los animales se mantuvieron en cajas de acrilico, a una temperatura entre 20-

26°C, se alimentaron con nutricubos (Purina México S.A. de C.V.) y agua destilada estéril

ad libitum. Los ratones se mantuvieron en el area de reproduccion y experimentacion en

el bioterio libre de patégenos del Departamento de Inmunologia de la Facultad de
Medicina, UANL.

6.2. Cepa de Madurella mycetomatis

Se utilizé una cepa de M. mycetomatis LIID-ABO18 proveniente de la coleccion
del Laboratorio Interdisciplinario de Investigacion Dermatolodgica, del Servicio de
Dermatologia, Hospital Universitario, UANL.

6.3. Preparacion del inéculo de Madurella mycetomatis

A partir de una cepa de Madurella mycetomatis proporcionada por el

departamento de Dermatologia del Hospital Universitario, se sub-cultivé en placa Petri
con agar avena (avena al 6% y agarosa al 1.5%)y se evaluo el crecimiento macroscépico
por 7 dias.
Posteriormente se cubrié con 10 ml de agua estéril y con un hisopo se realizé un raspado
sobre el crecimiento fungico. Con una pipeta Pasteur estéril se obtuvo la suspension de
la mezcla heterogénea, la cual se transfirié a un matraz Erlenmeyer de 250 ml en un
volumen final de 50 ml de medio de cultivo Sabouraud (BD BIOXON 222400). A los 10
dias, una vez que se observo un crecimiento en forma de esferas con micelios en el
Medio de cultivo, se obtuvo el indculo de la siguiente manera:

Se coloco el medio de cultivo Sabouraud y la biomasa en tubos de 50 m|
°

estériles.



o Se centrifug6é a 3,500 rpm por 10 minutos a 4°C y el sobrenadante se
decanto para obtener el precipitando formado por la biomasa del hongo.

o Seagrego 10 ml de agua estéril, se realizaron tres lavados para eliminar el
medio de cultivo y se llevo a un volumen final de 15 ml.

 Posteriormente se disgregé la biomasa con un homogenizador tipo Potter
y se filtré en una membrana estéril Micracloth (EMD Milipore Corp. 475855-
1R) de 25-50 uym de diametro.

 Elfiltrado se observo al microscopio (ZEISS AX10 LAB.A1) para analizar la

integridad de las hifas y verificar ausencia de contaminacion.

Se cuantificaron las esporas y fragmentos cortos de hifas con camara de Neubauer y el

inoculo se ajustd a una concentracion de 5 x10° esporas-hifas/ml.

6.4. Determinacion de la curva de crecimiento de Madurella mycetomatis

Una vez preparado y ajustado el inéculo de Madurella mycetomatis, se
transfirieron 5 x10° esporas-hifas/ml de acuerdo con el siguiente calculo mostrado, a un
matraz Erlenmeyer de 250 ml con un volumen final de 50 ml para realizar la curva de

crecimiento:

5x105 hifas x 1000 pl

# Hifas de Madurella mycetomatis
Contadas en la camara

Volumen en pl = X 50

En condiciones de esterilidad se obtuvieron muestras del medio de cultivo a las 0,
2,4,8,12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240, 264 y 288 horas. Se analizaron
500 pl de cada muestra del medio de cultivo usando cubetas de poliestireno (SIGMA C-
5416) a una absorbancia de 660 nm en un espectrofotometro Eppendorf
(B|ORAD,SMARTSPEC PLUS, 1702525) y se graficaron las lecturas obtenidas para
Construir la curva de crecimiento de Madurella mycetomatis.
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6.5. Obtencion del extracto celular crudo (ECC) de Madurella mycetomatis

Una vez identificada la fase exponencial/logaritmica de crecimiento de Madurella

mycetomatis, se cultivé la cepa en placas Petri con agar Sabouraud por duplicado de la
siguiente manera:

o Se cubrié con 10 ml de agua estéril y con un hisopo se realizé un raspado sobre

el crecimiento fungico.

Utilizando una pipeta Pasteur se transfirié la suspensién a matraces Erlenmeyer
de 500 ml con un volumen final de 100 ml de medio de cultivo Sabouraud.

Los dos matraces se colocaron en agitacién constante a 37°C y a 110 rpm.
Transcurridos 11 dias se cosechd la biomasa himeda para su homogenizacion
con un Potter-Elvehjem (KIMBLE CHASE 1195R94EA). Se transfirio la
suspension a un tubo de 50 ml estéril, se centrifugd y la biomasa se re-suspendio
en aproximadamente 10 ml de agua estéril.

Con 1 ml (cada uno) de esta suspension se inocularon 10 matraces Erlenmeyer
que contenian 100 ml de medio liquido Sabouraud y se incubaron a 37°C en
agitacion constante, a 110 rpm durante 11 dias.

Posteriormente se recuperé la biomasa de cada matraz Erlenmeyer en tubos de
plastico de 50 ml estériles y lavaron con agua estéril por centrifugaron a 3,500 rpm
por 10 minutos a 4°C. Este paso se repiti6 en 4 ocasiones, decantando el
sobrenadante y agregando agua estéril.

La biomasa humeda obtenida se colecté en un recipiente estéril de 250 ml,
enseguida se le agregé etanol:éter a una proporcion de 1:1 (100 ml de etanol y
100 ml de éter) y se mantuvo en agitacion mecanica vigorosa (LAB-LINE 4626)
por 1 hora.

A continuacion se filtré la biomasa para eliminar completamente el volumen de los
solventes y obtener sélo lo correspondiente a Madurella mycetomatis.

Enseguida se realiz6 un segundo proceso utilizando los mismos solventes
etanol:éter a una proporcion de 1:3, es decir,100 ml de etanol mas 300 ml de éter

y se mantuvo en agitacion vigorosa por 1 hora.
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o Nuevamente se filtrg |a biomasa para eliminar el volumen excedente de los

solventes y se coloco sobre un aluminio estéril dentro de una campana de
extraccion por 12 horas Para eliminar la humedad.

» Labiomasa seca se colocé en un mortero y se homogenizé con nitrégeno liquido
por 3 ocasiones; enseguida se determing el peso seco utilizando la balanza
analitica (AND BM-20)

o Se colocaron 200 mg de Ia biomasa seca en tubos Fast Prep matriz A (MP

Biomedicals. Darmstadt, Germany)y se les agrego 1.5 ml del buffer de extraccion

por tubo (ver apéndice 13.1.1), en total se usaron 20 tubos Fast Prep.
o Se realizaron 2 ciclos de 60 segundos, a 6.5 m/s, con intervalos de reposo de 5
min en hielo granulado entre cada ciclo.
 Luego los tubos Fast Prep se centrifugaron a 14,000 rpm por 15 min
 Posteriormente se recolecto el sobrenadante y se dializé en una camara de dialisis
(Membrane-Cel MC18 x 1000 CLR), colocando agua destilada en la camara a 4°
C y cambios de ésta cada 20 min en 5 ocasiones: Ia suspension dializada se
colecto en un frasco de liofilizacion.
* Se cuantifico la cantidad de proteina obtenida por el método de Bradford, se
liofilizo usando el equipo (LABCONCO Freeze Dryer) y se almacené en ultra-
congelador a -80°C (THERMO FISHER UXF60086A62), colocandose de forma
inclinada para utilizarse como ECC.
6.6. Analisis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) del ECC de Madurella
mycetomatis

El analisis de los componentes del ECC se realizé6 mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida al 12% con dodecilsulfato de sodio. Se utilizé el sistema

amortiguador discontinuo de Laemmli (123)* con un gel de empaquetamiento al 4%.

A partir de la suspension de proteinas del ECC de Madurella mycetomatis (6.5) se
aplicaron 20 g en 20 ul a un mini cassette (Invitrogen) de 10x10 cm, con espaciadores
de 0.75 mm (ver apéndice 13.2). La electroforesis se inicio a un voltaje de 80 v hasta que

elindicador alcanzo el gel de corrimiento y posteriormente se aumento el voltaje a 100 v



asta que finalizo el corrimi
h .q sl Imiento de la electroforesis. E| gel se tifio con azul de Coomassie
para identificar las bandas correspondientes a las proteinas en estudio

6.7 Infeccion con Madurella mycetomatis

Lios. ralenes sei dividieronien 3 grupos de acuerdo a la via de infeccion utilizada. El
primer grupo se inoculd por via intraperitoneal (IP) con 1 ml de una suspension con 120
mg de biomasa humeda. Al segundo grupo se le administré por via subcutanea dorsal
(Sc) 0.6 ml de una emulsién con la misma cantidad de biomasa humeda, al 50% v/v con
adyuvante incompleto de Freund. El tercer grupo fue infectado via subcutanea en
cojinete plantar (Cp) con 100 pl de una suspension con 30 mg de biomasa himeda (Ver

apéndice 13.5 para la preparacion de las suspensiones y de la emulsion).

6.8. Inmunizacion con ECC de Madurella mycetomatis

A partir del ECC obtenido en el punto 6.5 se realizé una primo-inmunizacién como a
continuacién se indica: Se inocularon 9 ratones con una suspensién de 100 pl que
contenian 50 pg del ECC con adyuvante incompleto de Freund al 50% v/v via subcutanea

en el cojinete plantar.
Las diferentes vias de infeccion o inmunizacion, la concentracion utilizada y el nUmero

de ratones empleados se resume en la tabla i 8

Tabla 1.- NGmero de ratones y concentracion utilizada en las diferentes vias de infeccién o inmunizacion.

Via administracion Intraperitoneal Subcutanea Dorsal Cojinete Plantar Total
(IP) (Sc) (Cp)
Concentracion — 120mg | 120 mg 30 mg 50 ug
No. de ratones usados en =g, | 9 9 0 27
la infeccion

No. de ratones usados en et 0 0 9 9
la inmunizacién
Total de ratones v =0

L IR s - L
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Alos 21 dias de la primoinmunizacién se re-inmunizaron por via Cp, 5 ratones con

una suspension de 100 ul que contenian 25 g del ECC, sin ningun adyuvante.

6.9. Obtencion de sueros

Previo a la infeccién o inmunizacién y en los dias 20, 30 y 45 se obtuvo sangre
del plexo venoso retro-orbitario de cada ratén: la cual se centrifugé a 3,500 rpm por 5
minutos a 4°C y el suero obtenido se almacené en ultra congelador a -80°C para su

posterior uso.

6.10. Analisis de anticuerpos Ig-G anti-Madurella mycetomatis por ELISA

Para determinar la produccion de anticuerpos IgG se estandarizé una técnica de
ELISA en una micro placa de ELISA de 96 pocillos (Corning Costar 96-Well serocluster
microplates 3795) se colocé en cada uno una concentracién de 0.5 pg del ECC de

Madurella mycetomatis en un volumen final de 200 pl, disueltos en un buffer de acetatos.

Procedimiento:

o Se incubd aproximadamente 12-18 horas a 4°C.
o Se decanto por inversion.
Se realizaron 3 lavados con PBS tween 20 al 0.1% agregando 200 ul a cada

pocillo.
o Se bloqued con caseina (skimMilk) al 5% con PBS por 30 minutos.

o  Se decanto por inversion.
Se realizaron 3 lavados con PBS-tween 20 al 0.1% agregando 200 pl a cada

pocillo.

o Enseguida se incubé con Sueros de ratones infectados con Madurella

mycetomatis en cojinete plantar, subcutaneo, intraperitoneal o inmunizados con

ECC a una dilucién 1:100 en una solucion con PBS, leche descremada al 1.5% y

tween 20 al 0.1%.

o Dilucién anticuerpo primario 1:100.



o Para cada dia (0, 30 y 45)

. se utilizaron 3 pocillos por suero de ratén (por
triplicado).

Total de volumen del suero de cada raton: 600 ul (200 pl por pozo)
o Dilucion fi

nal: 6 ul del suero del raton en 594 ul de PBS-tween 20 al 0.1%
+ skimMilk al 1.5%).

La placa se incubd 37°C por 1 hora.

Se decanté por inversion.

Se realizaron 3 lavados con PBS-tween 20 al 0.1% agregando 200 pl a cada

pocillo.

Se incubd el anticuerpo secundario (anti-lg de raton preparado en conejos

conjugado con HRP 315-035-045) a una dilucién 1:5000 en una solucién con PBS-

tween 20 al 0.1% + skimMilk al 1.5% agregando 200 pl a cada pocillo
Se incubd por 1 hora a 37°C

Se decanté por inversion

Se realizaron 3 lavados con PBS-tween 20 al 0.1% agregando 200 ul a cada
pocillo.

Se reveld con OPD con un (kit de SIGMAFAST™ OPD P9187) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante.

o Concentracion final OPD 0.4 mg/ml

o Urea-hidrogeno peroxido 0.4 mg/ml

o 0.05 M de citrato de fosfato

o Disuelto en 20 ml de agua miliQ
Se aplicaron 150 pl de solucién de revelado a cada pocillo durante 30 minutos en
oscuridad.
Se agrego solucion de parada acido sulfarico (H2SO4 1N, stopping solution R10,

Jackson 862211)
Se analizo en espectrofotometro a una absorbancia de 450 nm.



6.11. Western blot para la identificacion de antigenos inmunodominantes de
Madurella mycetomatis

Para identificar los antigenos inmunodominantes de Madurella mycetomatis se

estandarizé una técnica de Western blot.

Al terminar la electroforesis, las proteinas en el gel se transfirieron a papel de
nitrocelulosa con un poro de 0.2 pm ( GE, Amersham™ Protan™, Germany) en sandwich
formado por: capa de polietileno porosa (13.5cm x 14 cm y 1.6 mm grosor), 1 capa de
papel filtro (13.5 cm x 10 cm), el gel de SDS-poliacrilamida, capa de papel de
nitrocelulosa, 1 capa mas de papel filtro y finalmente otra capa de polietileno poroso.

o Para la transferencia se utilizo el buffer de Bjerrum Schafer-Nielsen a 4°C y la
camara de inmunoelectrotransferencia de acuerdo con las recomendaciones
establecidas por el fabricante.

o Se utilizé voltaje constante a 10 V y 200 mA durante 60 min y al terminar la
transferencia, el papel se bloqueé con leche descremada (SkimMilk) al 5% en
PBS, pH 7.2 — 7.4, durante una hora a temperatura ambiente.

o Se realizaron 3 lavados cada uno de 3 minutos con PBS.

o Posteriormente, las tiras se incubaron con sueros de ratones inmunizados,
infectados via subcutanea en cojinete plantar e intraperitoneal a una dilucion de
1:100 en una solucién con PBS, leche descremada al 1.5% y tween 20 al 0.1%

o Se colocaron las tiras a 4°C en agitacion constante suave de 12 a 18 horas.

o Se realizaron 5 lavados con PBS-tween 20 al 0.1%, cada uno de 3 minutos.

o Posteriormente las tiras se incubaron con anticuerpos anti-inmunoglobulinas G
(anti-lg de ratén preparado en conejos conjugado con HRP 315-035-045) a una
dilucién de 1:50,000 por 1 hora a temperatura ambiente y en agitaciéon constante.

o Se realizan 5 lavados con PBS-tween 20 al 0.1%, cada uno de 3 minutos.

o Un lavado final con PBS en 1 ocasion por 3 minutos.

o Finalmente, las tiras se colocaron en luminol (PIERCE™ ECL WESTERN 32106)
50% v/v de los reactivos 1y 2 (Luminol y Peroxidasa)

o Se revelé en un foto documentador (ChemiDocTMXRS 170-8070, Germany), de la

siguiente manera:



= Opcion de ajustes colocar
* Primerimagen =1 seg
» Ultima imagen= 180 seg

» Total de imagenes = 90 seg

6.12. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando pruebas de normalidad con el test de
Shapiro Wilks y ANOVA de uno y dos grupos para datos paramétricos normales

obtenidos del ELISA *P < 0.05, **P < 0.01, ****P <0.000, con intervalos de confianza del
95% y error del 5%.



CAPITULO 7

RESULTADOS

7.1 Preparacion del inéculo de Madurella mycetomatis

Madurella mycetomatis es un hongo filamentoso de crecimiento lento con una
temperatura 6ptima de 37°C.

El hongo se crecié inicialmente en agar avena al 6% lo cual permitié una mayor
esporulacion del microorganismo. Al transferirse a un medio de cultivo liquido rico en
glucosa adquirié un crecimiento en unidades esféricas de diversos tamanos. En el
anélisis al microscopio 6ptico se observé que las estructuras esféricas estaban formadas
por micelios con hifas septadas en la periferia de la circunferencia, con presencia de

clamidoesporas en el interior de la hifa como se observa en la Figura 1.

Fig. 1.- Cultivo medio liquido Sabouraud. a) Se observa el crecimiento de Madurella mycetomatis
en unidades esféricas en medio de cultivo. b) Microscopia directa 40X de la tincién con azul de
lactofenol de las unidades esféricas obtenidas en el medio de cultivo liquido. Se identificd en la

periferia la presencia de micelios con hifas septadas y clamidoesporas, sefialadas en la imagen con

flecha.
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7.2 Curva de crecimiento

Como se menciono anteriormente Madurella mycetomatis es un hongo productor
de melanina. Al crecer en un medio de cultivo liquido por varios dias, la suspension se
torn6 de color negro, sin embargo la biomasa humeda permanecié de color blanco, lo
cual indica que la produccion de melanina por Madurella mycetomatis es extracelular
(piomelanina) (Figura 2).

La produccion de melanina se utilizé para cuantificar indirectamente el crecimiento
exponencial del microorganismo. En el caldo glucosado de Sabouraud el punto maximo
de crecimiento fue a los 11 dias (264 horas) como se observa en la figura 3.

Fig. 2.- Biomasa hameda de Madurella mycetomatis. Se observa

que la mayoria de las unidades esféricas son de color blanco.
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Fig. 3.- Curva de crecimiento de Madurella mycetomatis. Se cultivo en medio
Sabouraud suplementado con glucosa por mas de 288 horas. Se determino su crecimiento
exponencial y el punto maximo en la fase logaritmica es a las 264 horas, es decir a los 11

dias de cultivo.

7.3 Obtencién y analisis del extracto celular crudo (ECC) de Madurella mycetomatis

En la actualidad no existe una forma estandarizada de obtencién del ECC que
permita la identificacion y analisis de los antigenos de Madurella mycetomatis. El
crecimiento en unidades esféricas en el caldo Sabouraud permitio obtener la biomasa
himeda del hongo de una forma mas sencilla, la cual se deslipidiz6 para convertirla en
seca y poder homogenizarla con nitrégeno liquido, para finalmente romper la pared
Celular con perlas de zirconio.

El rendimiento de proteinas de Madurella mycetomatis fue de 6,885 ug/g peso
seco.

En el andlisis electroforético del ECC se identificaron 18 bandas de diferente peso

Molecular cuando los geles se tifieron con azul de Coomassie R 250 (Figura 4).
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Fig. 4.- Extracto celular crudo de Madurella mycetomatis. Tincién con
azul de Comassie. Se identificaron distintas bandas de diferentes peso
moleculares. La columna de la izquierda corresponde a los marcadores de
peso molecular conocido (PM) y las dos columnas de la derecha

corresponden al ECC por duplicado.

El analisis del extracto celular crudo se realizé de la siguiente manera; se utilizé
el programa de Image Lab de Biorad para obtener las distancias de migracion relativas
(Rfs). Enseguida se utilizé el programa de gréficos para trazar el Rf frente al log10 de los
pesos moleculares conocidos en el eje de las ordenadas (Y), y en el eje de las abscisas
(X), las distancias de migracion relativa. Desde el programa se genero la ecuacion de la
linea recta, en donde y = -1.3479x + 2.1964. Se resolvi6 para Y, y se determiné el peso

molecular y el volumen de las proteinas desconocidas. Se identificaron 18 bandas y se
res, de las cuales las de 37.5 k-Da, 100.84 k-Da, 125.31

umen en el ECC de Madurella mycetomatis (Tabla

calcularon sus pesos molecula
k-Day 95.95 k-Da son las de mayor vol
2y figura 5).
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Tabla 2.- Distancias de migracion relativa de los pesos moleculares conocidos y de los antigenos
desconocidos.

Fe—s;r R Peso R{ ECC Madurella No. De Volumen = Peso molecular de las
Molecular Molecular mycetomatis Bandas del bandas del ECC de
ECC de Madurella mycetomatis
Madurella (k-Da)
mycetomatis
180 k-Da 0.060 0.073 1 139,845,943 125.31
130 k-Da 0.078 0.089 2 64,154,862 119.24
0.131 3 63,934,093 104.67
100 k-Da 0.138 0.143 4 173,492,856 100.84
|
0.159 5 130,963,107 95.95
i
0.200 6 32,816,936 81.81
70 k-Da 0.190 0.276 7 65,312,168 52
55 k-Da 0.277 0.298 8 64,723,820 48.9
0.315 9 65,019,102 453
0.329 10 65,709,386 42.8
0.369 11 66,456,732 40
40 k-Da 0.362 0.397 12 65,809,937 38.5
0.434 13 423,966,782 37.5
0.461 14 67,241,196 35
0.487 15 67,783,008 33.9
35k-Da 0.480 0.511 16 68,157,512 22.15
25 k-Da 0.576 0.627 17 69,585,724 175
15 k-Da 0.816 0.741 18 70,680,982 15.76

Andlisis del Peso Molecular del ECC de Madurella mycetomatis

Log‘1A0u R

y=-1.3479x + 2.1964

R, PM del ECC Madurella mycetomatis
f

Fig. 5.- Analisis del ECC de Madurella mycetomatis. Usando las distancias

de migracion relativas de las bandas del ECC y el log10 de los pesos

moleculares conocidos. Se genero la ecuacion en linea recta y se resolvio para

i tudio.
Y. Se determiné el peso molecular de las proteinas en €s
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Enlafigura 6 se
[ J muestran los pesos moleculares de las bandas en estudio cuando
se analizaron en el fotodocumentador.

P

Fig. 6.- Peso molecular de las bandas del ECC de Madurella mycetomatis. Se
identificaron 18 bandas que oscilan entre los 125 kDa'y los 15 kDa.

24




7.4 Evolucion clinica y analisis histopatolégico de la infeccién con Madurella
mycetomatls

Se infectaron 27 ratones BALB/c inmunocompetentes de 8-12 semanas por 3
diferentes vias: subcutanea dorsal (Sc), intraperitoneal(IP) y subcutanea en cojinete
plantar (Cp). La evolucion clinica se observé en los dias 7,14, 30, 45 y 60 post-
infeccién. En todos los grupos se observé una supervivencia del 100%.

7.4.1 Infeccion via subcutanea dorsal

Alos 7 dias de la infeccion se observé caida del pelo en el sitio de la inoculacion,
con presencia de edema y una ulcera. A los 14 dias, persistié el edema, la alopecia y la
ulcera, sin embargo, en la diseccion de la lesién subcutanea no se encontré dano tisular
ni presencia de granos de Madurella mycetomatis.

Todos los ratones resolvieron la infeccion a los 30 dias, ya que el edema, el area

de alopecia y la ulcera desaparecieron completamente (Figura 7).

Fig. 7.- Infeccién via subcutanea dorsal (Sc) en el dia 7, 14y 45 en ratones BALB/c con
Madurella mycetomatis. Se observa caida del pelo en el sitio de la inflamacién con
presencia de Ulcera y edema en el dia 7'y 14 post-infeccion y resolucion clinica al dia 30.
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7.4.2 Infeccion via subcutanea en cojinete plantar

Alos 7 dias de la infeccién en el cojinete plantar se observo eritema y edema, en
comparacion con la pata contralateral. Se realizé un estudio histopatolégico y a la tincion
con Gomori-Grocott para identificar hongos se observé un infiltrado celular rodeando a
las hifas (Figura 8).

Fig. 8.- Infeccion via cojinete plantar al dia 7 en ratones BALB/c. a) Presencia de eritema y edema en
Pata izquierda del ratén. b) Tincién Gomori-Grocott 40X. En la lesion Se observa una disposicién oval de
las hifas () rodeadas por un infiltrado celular (sefialado con flecha).

A los 14 dias post-infeccion el edema y eritema disminuyeron, sin embargo, la
lesion adquirié una disposiciéon nodular, predominando en la cara lateral y medial del
Cojinete pPlantar (Figura 9a). En la tincion con Gomori-Grocott, claramente se observan

dos tipos diferentes de infiltrado celular, uno que rodea a las hifas, que son mas
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compactas, con menos e [ materi E e
e Spacio y con material de cemento (Figura 9b) y otro que s
encuentra en la periferia de la lesion

ratones BALB/c. a) El edema y eritema

Fig. 9.- Infeccién via cojinete plantar al dia 14 en
disminuyeron en relacién al dia 7 post-infeccion. b) Tincién Gomori-Grocott de la pata del ratén al dia

pos diferentes de infiltrado celular, uno en yuxtaposicién a las hifas y otro

14. Se observan dos ti
periférico (sefialados con las flechas).

posicion nodular desaparece, pero en 4 de los 9

Al dia 30 de la infeccion la dis
mayor tamario en la cara lateral de la

bservé una lesion unica de
cera central similar a una fistula; sin embargo, no

(Figura 10).

ratones infectados se O
pata y en uno de los animales, una al

identificamos exudado de granos @ través de la piel
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Fig. 10.- Infeccién via subcutanea en cojinete plantar al dia 30 en ratones BALBJ/c. a) La disposicién

nodular de la lesién desaparace permaneciendo una lesién tUnica de mayor tamaro en la cara lateral de
pata. b) Se observa una ulcera central similar a una fistula.

Al analisis microscépico con tincion HyE de la lesion en la pata, se logro identificar
un micro absceso con 3 zonas bien delimitadas: una central, clara y eosinofilica, rodeada
por otra con un infiltrado celular irradiado del centro a la periferia, y una méas externa con
presencia de histiocitos epitelioides (Figura 11).
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via cojinete plantar. Se observa la presencia de un micro absceso con 3 zonas bien
: una central, clara y eosinofilica (sefialada con flecha), rodeada por otra con un infiltrado celular
do del centro a la periferia (sefialada con *) y una mas externa con presencia de histiocitos
des (sefialado con +).

Al dia 60 de la infeccion, en 2 de los ratones se encontraron lesiones
erizadas por un aumento de volumen con contenido mixto: liquido y sélido con
Pariencia de granos color blanco (Figura 12).



Fig. 12.-Infeccién via subcuténea en cojinete plantar al dia
60 en ratones BALB/c. Se observé una lesién caracterizada

por aumento de volumen con contenido mixto: liquido y sélido
con apariencia de granos color blanco en su interior.

7.4.3 Infeccion via intraperitoneal

En los dias 7 y 14 posterores a la infeccién intraperitoneal no se observé pérdida
de pelo ni deterioro clinico.

Es importante enfatizar que la supervivencia fue del 100% sin administrar a los
ratones adyuvante incompleto de Freund o inmunosupresores.

En el dia 30 pos-infeccion se sacrificaron 2 ratones por dislocacion cervical y se
identificé la presencia de lesiones en 6rganos de cavidad abdominal; las m_és co.r~nunes
fueron en el higado, el bazo y en ocasiones se identificaron en mesenterio y nnc?nes,
Pero no en visceras huecas como los intestinos y el estéomago. En .el mesenterio se
encontré presencia de granos de facil diseccion; sin. emb.aTgl;o, las I?swnes .observadas
en el higado, el bazo y el riién son infiltrantes, en disposicion fesfinc:, Zspiculécci: y dz
color gris-amarillo. EI analisis histopatol6gico felligucoeszia eIV e

i igura 13).
revels la presencia de granos dentro la lesion (Figur )
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Fig. 13.- Andlisis de la cavidad abdominal al dia 30 de infeccién del ratén BALB/c. Se
identifican lesiones en distintos érganos: higado, bazo, rifidon y mesenterio. a) Lesion dependiente

de higado, esférica, de color gris-blanco. b) En la tincion Gomori-Grocott 40X se identificaron granos

dentro del parénquima hepatico.

Uno de los ratones se presenté una lesion de mayor tamanio, esférica, de color
gris, la cual era una prolongacion de la lesién en higado. Al analizar el grano y romper la
capsula que lo rodeaba hubo salida de un exudado espeso, color gris y presencia de
granos de menor tamafo. Al observarlo al microscopio se identificaron hifas con
clamidosporas, lo que sugiere la presencia de Madurella mycetomatis (Figura 14).
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Fig. 14.- Andlisis de la cavidad abdominal al dia 45 de infeccién del ratén BALB/c. Se identificaron
lesiones en distintos érganos: higado, bazo, rifién y mesenterio. a) Estructura de mayor tamano, esférica,

de color gris. b) Al microscopio 40 X se identificaron gran cantidad de hifas con clamidosporas.

En el dia 45, los ratones sacrificados presentaron infiltrados no circunscritos,

pétreos, adheridos al peritoneo, y de color blanco-amarillo (Figura 15).
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Fig. 15.- Anélisis de la cavidad abdominal al dia 45 del ratén BALB/c infectado via intraperitoneal.
a) Se identificaron lesiones no circunscritas, adheridas, pétreas y de color blanco-amarillo. b) Higado con

varias lesiones similares a las observadas en el dia 30.

Al dia 60 post-infeccién se evidencié esplenomegalia, donde el bazo ocupd un
gran espacio en la cavidad abdominal. Al realizar una biopsia y un analisis
histopatolégico del higado, se identificé una clara diferencia entre el parénquima sanoy
la lesién, la cual tiene dos zonas: una medular de color café, con presencia de hifas y
otra periférica caracterizada por la presencia de macréfagos y fibrosis, formando una

capsula (Figura 16).
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Fig. 16.- Andlisis de la cavidad abdominal al dia 60 del ratén BALBIc infectado via
intraperitoneal. a) Higado y bazo con lesiones infiltrantes de color amarilo. Se puede observar
esplenomegalia. b) En la tincion Gomori-Grocott 40X se observé la diferencia entre el parénquima
sano del higado y la lesién, la cual presenta dos zonas: una medular de color café con presencia

de hifas y una corteza caracterizada por macrofagos y fibrosis formando una capsula (Sefnalados

con flechas).

ltivo de las hifas obtenidas de las lesiones de higado, mesenterio
|, sangre, PDA'Yy Sabouraud, micosel; en ninguno

Se realizé un cu
y peritoneo en diferentes medios: BH
de ellos hubo crecimiento del microorganismo.
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75 Andlisis de la respuesta inmune por anticuerpos IgG en ratones BALBIc

infectad°s o inmunizados con Madurella mycetomatis

A partir de los sueros obtenidos de los ratones inmunizados o infectados via SC,
cp e IP se determinaron los niveles de anticuerpos IgG contra Madurella mycetomatis
en los dias 30 y 45 pos-infeccién por el método de ELISA.

El nivel de anticuerpos encontrados en las 3 diferentes vias de infeccién Sc, Cp e
P, al igual que con la inmunizacién, fue mayor que en el grupo control (suero de ratones
previo a la infeccion o inmunizacién) con una significancia estadistica de P <0.0001. El
nivel de anticuerpos IgG obtenidos fue mayor en la inmunizacién que en la infeccion por
cualquier via (Figura 17). El nivel de anticuerpos en el suero de los ratones infectados
por via IP es similar al de los ratones infectados por via Cp, a pesar de que la dosis de
biomasa himeda inoculada en cojinete plantar fue 3 veces menor (30 mg) a la utilizada
por la via intraperitoneal (120mg).

30 dias
i s I
1.4- ] ContrOI (-)
E ] || B
IS 1.2+ ( e ! w2 Cojinete Plantar
1.04 o i
| g EA Intraperitoneal
T 0.8+ %% Subcutaneo dorsal
| go.s- Inmunizacién
D 04-
re1
< 0.2+
0.0

Control (-) CP

Suero

Fig. 17.- Niveles de anticuerpos IgG en suero de ratones a los 30 dias de infeccién o inmunizacién.
Se observ lectura de absorbancia mayor a 0.4 en los ratones infectados o inmunizados. Los controles
Negativos (suero de ratones sin infeccién o inmunizacién) presentaron una media menor a 0.2, n=¢ , Se
realizo la prueba ANOVA de 1 grupo con test Sidak, valor **p <0.05y ****p <0.0001, las barras de error
8¢ indican como SD.
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nte la cinéti .
.Dur; Zcmétlca e antlcuerpos' la IgG continuo incrementando en la via de
infeccion 1Py Cp (p <0.0001 y p = 0.0371 respectivamente); a diferencia de la

- izacion, la cu ' :
inmunizac al tuvo un nivel méaximo de anticuerpos a los 30 dias y se mantuvo en

ta i
meseté HESIe) f"é .45 (Figura 18).Enel grupo de ratones infectados por via Sc el nivel
de anticuerpos dleTWlnuyé a los 45 dias, en comparacion al dia 30 (p = 0.0032), paralelo
alo observado clinicamente, donde se resolvi¢ | infeccion en los primeros 30 dias.

Cinética de anticuerpos IgG

€ 14 -9~ Cojinete Plantar
S i % Inmunizacion
. ...................

i ..,_..:;;i -4+ Subcutneo dorsal
£ - i -¥-nfraperitoneal
g 0.6- ,o"
- PR
3 041 R x
0 .‘..s: '
< 0.2+ R

0.0-——L : :

0 30 45
Dias

Fig. 18.- Cinética de la produccién de anticuerpos IgG en ratones infectados o inmunizados.
Se observé que conforme se mantiene la infeccion el nivel de anticuerpos aumenta (via
intraperitoneal y subcutéanea en cojinete plantar) y disminuye conforme se va resolviendo el
proceso infeccioso (via subcutanea dorsal). En los ratones inmunizados, después del dia 30 e|
nivel de anticuerpos se mantuvo estable en forma de meseta. =6 , ANOVA de 2 grupos con test
Sidak, valor **p < 0.05y **** p <0.0001, las barras de error indican SD.
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Como se muestra en |3 fi

gura 19, |a absorbancia fue i
. , ual o mayor a 0.3 en todos
los ratones independientemen : y

inmunizacién) o el micr: i :
i g ,) .00rgan|smo completo (infeccion). Lo anterior puede servir como
un marcador Inmunoldgico para medir la activigad de la infeccion.

45 DIAS

E‘-‘ < Control

| g\ -+ Cojinete Plantar
|

3 | =+ Intraperitoneal

unog, G0N + Subcuténeo dorsal
1L e gl

1 = nmunizacion

o fw

| g

<02

| 0

i\ .

Suero

Fig. 19.- Niveles de anticuerpos IgG en suero de ratones inmunizados o infectados
por diferentes vias a los 45 dias. El nivel de anticuerpos IgG en los primeros 45 dias fue
igual o mayor a 0.3, independientemente de la via de administracion utilizada y si el
antigeno se administré como ECC en la inmunizacién o como microorganismo completoen
la infeccion.
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7.6 Western blot

Después de la inmunoelectrotransferencia de las fracciones proteicas
provenientes de los antigenos citoplasmaticos, se identificaron los antigenos queé
indujeron una respuesta por IgG especifica utilizando los sueros del dia 30 de Ia
inmunizacion o infeccion por todas las vias usadas.

El peso molecular de las bandas se calculé usando las distancias de migracion
relativa en la membrana de nitrocelulosa. Los anticuerpos presentes en el suero de [0S
ratones infectados por via IP identificaron antigenos cuyo peso molecular oscil6 entre los

95y 22 k-Da, pero principalmente los de = 95 y 40 k-Da; esto fue similar a lo observado
en los sueros de los ratones infectados por via Cp (Tabla 3).

Tabla 3.- Antigenos proteicos de Madurella mycetomatis identificados por anticuerpos presentes en el
suero de ratones BALB/c infectados por via intraperitoneal o subcutanea en cojinete plantar.

Antigenos Suma de Ia reactividad mostrada por anticuerpos presentes en

proteicos de el suero de los ratones BALB/c
Madurella Via Cojinete % Via %
mycetomatis plantar Intraperitoneal
(k-Da) (Cp) (IP)
95.5 THr 100 6/7 85.71
81.1 417 57.14 207 28.57
62 47 57.14 207 28.57
45.3 417 57.14 417 57.14
40 77 100 717 100
37.5 317 42.85 217 28 57
2215 07 0 117 142
n=7

Los anticuerpos presentes en los sueros de los ratones inmunizados con una sola
dosis de 50 pg del ECC de Madurella mycetomatis no identificaron antigenos, sin
embargo, el grupo de ratones que sé re-inmunizaron con una segunda dosis de 25 ug a
los 20 dias, identificaron las mismas fracciones antigénicas que los sueros de los ratones

infectados por las 3 diferentes vias (Tabla 4).
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Tabla 4.- Antigenos proteicos de Madurella mycetomatis identificados en el suero de ratones BALB/c
inmunizados via subcuténea en cojinete plantar.

Antigenos Suma de la reactividad mostrada por el suero de los ratones
proteicos de BALB/c _§
Madurella Primo- % Re-inmunizacion %
mycetomatis inmunizacién
(k-Da) n=9 n=5
95.5 0/9 0 5/5 100
81.1 0/9 0 3/5 60
52 0/9 0 2/5 40
45.3 0/9 0 1/5 20
40 0/9 0 4/5 80
375 0/9 0 2/5 40
22.15 0/9 0 0/5 0

A diferencia de la infeccion, los anticuerpos presentes en los ratones inmunizados
identificaron menos fracciones antigénicas de Madurella mycetomatis, pero las bandas
de = 95 y 40 k-Da son detectadas por el 100% de los sueros de los ratones inmunizados
(Figura 20).
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Fig. 20.- Identificacion de antigenos inmunodominantes por anticuerpos presentes en el suero
de los ratones infectados con Madurella mycetomatis por via IP, Cp o inmunizados con el ECC.

Imagen representativa de los Western blot, en donde se observan identificadas las bandas de = 95 y
40 k-Da.
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CAPITULO 8

DISCUSION

El eumicetoma por Madurella mycetomatis es una de las enfermedades tropicales
desatendidas (ETD) que afectan a la piel*3 y requiere de un diagnéstico temprano. Por
varios afnos, se han utilizado diferentes preparaciones antigénicas de Madurella
mycetomatis para el diagnéstico serolégico del micetoma eumicotico. Estas
preparaciones abarcan desde filtrados de cultivo y extractos citoplasmaticos, realizados
en diversos medios y bajo diferentes condiciones de crecimiento tales como: tamafio del
inéculo inicial, tiempo de incubacién, temperatura, cultivo estacionario o en agitacion.
383944 En este estudio se lograron establecer las condiciones para la estandarizacion y
reproducibilidad del crecimiento de Madurella mycetomatis, la cual consiste en una
inoculacion inicial sobre agar avena al 6% produciendo esporulacién del microorganismo
para posteriormente transferirlo a un medio de cultivo rico en glucosa, obteniendo un
crecimiento en unidades esféricas compuestas por hifas septadas y esporas, facilitando
el manejo de la biomasa fungica y asi evitar el raspado de la placa34045.

La extraccion de proteinas es un paso critico en los estudios que evalian la
respuesta inmune y requiere una estandarizacion completa con el fin de obtener
proteinas de buena calidad. En este trabajo se analizé un ECC obtenido de Madurella
mycetomatis y se identificaron 18 bandas con pesos moleculares que oscilan entre los
130 k-Da y los 15 k-Da, de forma similar a los antigenos citoplasmaticos identificados por
el grupo de investigaciéon de Fahal y colaboradores que oscilan entre los 100 y 15 k-Da,
en el que sus resultados no son visualmente muy claros*®.

Una posible explicacion de la diferencia en el perfil de proteinas observado en el
gel SDS-PAGE radica en la extraccién del antigeno citoplasmatico. En nuestro protocolo
la ruptura de la membrana celular por solventes y no de forma mecanica fue un paso
fundamental por dos razones: induce un dafo en la membrana celular que facilita la
posterior lisis mecanica de la pared. Aunque la ruptura de la membrana celular realizada
con nitrégeno liquido es uno de los métodos mas comunmente usados en hongos para

la extraccion de proteinas®®, no fue suficiente para obtener una mayor cantidad en
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nuestro caso. El mejor rendimiento para la extraccién de proteinas de Madurella
mycetomatis cuando se incorporé un segundo método de disrupcion celular usando las
perlas de zirconio, sumado al pre-tratamiento con solventes organicos y a la maceracion
con nitrégeno liquido.

Los modelos de micetoma en animales de experimentacion siguen siendo
importantes para el estudio de la patogénesis, el desarrollo de pruebas diagnésticas y 1a
evaluacion de tratamientos.

En la actualidad existen pocos modelos de infeccion reproducibles para el
eumicetoma en los cuales el hospedero, la dosis y la via de infeccion o inoculacion son
de las principales variables que no permiten la reproducibilidad de sus modelos Yy
resultados. Por ejemplo, en un estudio realizado por van de Sande y colaboradores
utilizan la larva Galleria mellonella como hospedero, la cual se sometié a infeccion con
tres distintas cepas de Madurella mycetomatis como: mm55, mm68 y cn796, a diferentes
dosis que van desde 0.04 mg/larva a 4 mg/larva que resulté en la mortalidad del 100%
de las larvas con la cepa mm55 usando la dosis maxima (4 mg/larva)*’. Esta dosis
corresponde a 120 mg de peso humedo de Madurella mycetomatis, utilizada en el
modelo de infeccion murino desarrollado por Fahal y colaboradores. A pesar de que
estos autores infectaron por distintas vias como la subcutanea dorsal, la intraperitoneal,
el cojinete plantar y la intravenosa a ratones BALB/c inmunocomprometidos o
inmunocompetentes, la via de inoculacion intraperitoneal fue en la unica en la que
lograron establecer la enfermedad en los ratones inmunocompetentes, usando la dosis
maxima en emulsion con adyuvante incompleto de Freund. Ellos identificaron la
presencia de granos en cavidad abdominal a los 37 dias, con una mortalidad del 37.5%
en los ratones?®. En reportes previos, dosis mayores a 0.1 g administrados de forma
intraperitoneal, en modelos murinos, ocasiond una mortalidad del 100%*°.

En este trabajo se logré desarrollar un modelo de infeccién en ratones BALB/c por
dos diferentes vias: la intraperitoneal y la subcutanea en cojinete plantar, sin adyuvante
incompleto de Freund, con una supervivencia del 100% a dosis maximas de 120 y 30 mg
respectivamente, observando la presencia de granos en cavidad abdominal en la
infeccion intraperitoneal, a partir de l0s 30 dias y con lesiones infiltrantes en higado, bazo,

peritoneo y rifién.
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El desarrollo de las lesiones en cavidad abdominal que observamos en nuetro
modelo son diferentes a las mostradas en los trabajos previos, ya que en la via de
infeccion intraperitoneal predominaron lesiones infiltrantes a 6rganos y en menor medida,
la formacion de granos dentro de cavidad abdominal de facil diseccion. Esto quizas sea
debido @ qu€ usamos una cepa con propiedades biolégicas diferentes a la utilizada por
Fahal et al*®.

El eumicetoma por Madurella mycetomatis en el ser humano se establece
principalmente en los miembros inferiores® y no existen en la literatura actual reportes
de casos de infeccion en cavidad abdominal, por lo que es necesario desarrollar un
modelo murino reproducible en el cojinete plantar que semeje mas lo que sucede en el
humano. En reportes de grupos de investigacién que utilizaron al mono como modelo de
infeccion, al dia 18 la lesiébn macroscopica se resolvié®!. Los intentos por establecer la
infeccion subcutanea en cojinete plantar en modelos murinos inmunocompetentes,
utilizados hasta la fecha, no desarrollan lesion y el edema agudo que presentan lo
resuelven antes del dia 14 48515253,

Nuestro modelo es el primero en lograr establecer la infeccion en el cojinete
plantar en el 66% de los ratones infectados, persistiendo hasta 90 dias, sin utilizar
inmunosupresores y con una supervivencia del 100%.

Las lesiones se confirmaron por parametros clinicos como elaumento de volumen
en el cojinete plantar, de forma histolégica por la presencia de micro abscesos y el
acimulo de hifas en disposicién de grano y a través de pruebas serolégicas, por el

desarrollo y produccion de anticuerpos antigeno-especificos contra Madurella
mycetomatis.

En el estudio anatomopatologico de la lesion realizado con la tincién HyE se
identificé un grano con contenido homogéneo eosindfilico central (tipo cemento), y las
hifas se observaron en la periferia, segun lo reportado por van de Sande,?® junto a un
infiltrado  inflamatorio mixto compuesto de neutréfilos e histiocitos epiteloides,
acompariado de una fibrosis progresiva'?34%4,

Las herramientas de diagnéstico actuales para el micetoma son el cultivo sumado
al analisis microscépico de los granos, las cuales ademas de ser invasivas, ya que se

Necesita una biopsia, requieren de mucho tiempo y no son adecuadas en el &mbito rural.
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se han desarrollado pruebas de contrainmunoelectroforesis (CIE), inmunodifusion (ID),
ELISA y Western blot para detectar anticuerpos frente a diferentes agentes causales,
siizando extractos de cultivo crudo o antigeno citoplasmatico**'. Nosotros
desarrollamos una prueba de ELISA utilizando un ECC para analizar la respuesta inmune
humoral por anticuerpos 19G anti-Madurella mycetomatis, en las diferentes vias de
infeccion y en la inmunizacion. El grupo de ratones infectados por via subcutanéa dorsal
es la que presentd un menor nivel de anticuerpos séricos y clinicamente resolvieron la
infeccion en los primeros 60 dias de la inoculacién. Las vias de infeccion intraperitoneal
y subcutanea en el cojinete plantar lograron inducir una respuesta inmune similar en los
primeros 30 dias, pese a que la dosis de infeccién subcutanea en cojinete plantar fue 3
veces menor a la dosis de 120 mg usada en la infeccién intraperitoneal. En ambos
grupos el nivel de anticuerpos fue mayor comparado con el grupo de infeccion via
subcutanea dorsal y el grupo control negativo.

Todos los ratones infectados o inmunizados presentaron un nivel de densidad
optica (OD) mayor a 0.3, valor propuesto como positivo por McLaren, quien comparo la
prueba de ELISA con la CIE en pacientes egipcios y sudaneses y descubrié que la
primera era mas sensible al identificar anticuerpos en el suero de pacientes con
eumicetoma?’. Se encontraron resultados similares en una prueba de ELISA desarrollada
por el grupo de trabajo de Salinas-Carmonay colaboradores en pacientes con micetoma
actinomicético por Nocardia brasiliensis. Ellos correlacionaron la infeccién activa con el
aumento de los niveles de anticuerpos y la resolucion de la infeccion con niveles de O.D
menor a 0.355. La prueba de ELISA desarrollada por nuestro grupo de estudio podria ser
una opcién de la confirmacion diagnéstica en pacientes con infeccién clinica activa por
Madurella mycetomatis; sin embargo, es necesario reproducir estos datos en un ensayo
clinico ya que personas sanas que viven en la misma zona pueden producir anticuerpos
contra los agentes del eumicetoma y no desarrollar la enfermedad.

Los ratones inmunizados con un ECC pueden inducir una respuesta inmune
humoral mas intensa reflejada por una mayor concentracion de anticuerpos antigeno-
especificos en el suero. Wethered usé antigenos extracelulares (MCFA) del filtrado de
un cultivo de M. mycetomatis in vitro 'y sugiri6 utilizarlos para reemplazar los antigenos

Citoplasmaticos, ya que en el escatograma reportado en su articulo, usando el suero de
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conejos iNmunizados, no detectaron IgG en el ELISA. Sin embargo, en la
inmunoelectrotransferencia se evidencié una respuesta por IgG contra el antigeno
citoplasmatico, la cual esta dirigida a las proteinas de 97 - 31 k-Da%, similar a lo reportado
por el grupo de Castafieda y colaboradores, los cuales también inmunizaron conejos e
identificaron una respuesta por IgG dirigida a las proteinas de 79, 81y 84 kDa“%. En este
trabajo nosotros demostramos la induccién de lgG en ratones inmunizados con antigeno
citoplasmatico o infectados por diferentes vias con Madurella mycetomatis, cuya
respuesta es antigeno-especifica hacia las proteinas que oscilan entre los 95 y 22 k-Da;
sin embargo, los inmunodominantes son las de peso molecular aproximado de 95 y 40
k-Da, ya que son identificadas por la mayoria de los sueros de los ratones infectados o
inmunizados. Esto es similar a lo observado en el suero de los pacientes con eumicetoma

reportado por Fahal y colaboradores, quienes identificaron 3 bandas de 95, 60 y 45 k-
Da40’44.
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CAPITULO 9

CONCLUSION

Se on an genos nmunodomin r m ma S de
ap OXIMe E : k Da 40 k Da i i el'pos

presentes en el suero de ratones BALB/c infectados o inmunizados con el ECC.
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CAPITULO 10

PERSPECTIVAS

m ifici i m matis
Determinar la especificidad de la respuesta inmune contra Madurella mycetoma

: os,
evaluando los anticuerpos producidos en ratones BALB/c infectados con otros hong

frecuentemente aislados en pacientes con eumicetoma.
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CAPITULO 11

APORTACIONES

' i rudo de
. Forma estandarizada y reproducible para obtener el extracto celular c

Madurella mycetomatis.

logra establecer la infeccion por Madurella
mycetomatis en el cojinete plantar.

s g . . H s
. Estandarizacién de una prueba de ELISA util para identificar anticuerpo

' i [ infeccion
especificos para Madurella mycetomatis que puedan diagnosticar una in
activa en pacientes.

. Estandarizacién de la técnica de Western blot para la identificaciéon de los

antigenos inmunodominantes dge aproximadamente 95 k-Da y 40 k-Da.
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CAPITULO 13

APENDICE

13.1 Preparacion de buffers

13.1.1 Buffer de extraccion del ECC
(50 mM Tris-HCI + 10 mM EDTA + 100 mM NaCl a un pH de 8.0).
Se calcularon las cantidades en g de cada sustancia segun el peso molecular de cada
una obteniendo:
o 3.94 g de Tris-Hcl
o 1.86gdeEDTA,
e 2.92gde NaCl
o Diluir en 500 ml de agua bidestilada

13.1.2 Buffer amortiguador de electroforesis

= tris-base 3.03 g
= Glicina 14414
= SDS1g

= 500 ml H20d

= pH8.3

13.1.3 Preparacién del buffer de acetatos

¢ Preparar 50 ml de acido acético (C2HaNaO2; 0.1 M)
« Tomar 2.86 ml de acido acético y aforar a 50 ml en agua bidestilada

* Preparar 50 ml de acetato de sodio (C2H2NaOz; 0.1 M)
= 0.41 g de acetato de sodio en 50 ml de agua bidestilada
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Tomar 14.8 ml de acido acético 0.1M y 35.2 ml de acetato de sodio. Ajustar el pH a 5.0
y aforar a 100 ml con agua bidestilada.

13.1.4 Buffer de transferencia Bjerrum Schafer-Nielsen

para una solucién de 500 ml, se requieren 100 mi de metanol, 5.8 g de Tris y glicina 2.92
g, disueltos en 400 ml de H2Od.

m 48 mM Tris
= 39 mM Glicina
= 20% metanol

= pH 9.2 (Sin ajustar pH)

13.2. Preparacion de los geles para el analisis SDS-PAGE del ECC

Tabla 5.- Concentracion de reactivos en el gel de poliacrilamida.

Gel 12% Gel 4%

Agua 2.64 ml Agua 1.74 ml
Buffer pH 8.8 | 2 ml Buffer pH 8.8 | 750 pl
Acrilamida 3.2ml Acrilamida 400 pl
SDS 80 ul SDS 80 pl
PSA 10% 80 pl PSA 10% 30 ul
TEMED 8 pl TEMED 3yl

13.3. Electroforesis del ECC

Al terminar la preparacion de los geles, se colocd la preparacion del gel analitico al 12%
en el espacio entre los vidrios del mini cassette, posteriormente se colocé isopropanol
para eliminar las burbujas de aire y aproximadamente 5 minutos después polimerizo el
gel. Se decanto el isopropanol, se realizé un lavado con agua bidestilada y se agrego la
mezcla del gel al 4% en el espaciador. Enseguida se colocé un peine de teflon para
formar los carriles de las muestras. Cuando el gel concentrador polimerizd, se quito el

Peine y se cubrieron los carriles con buffer amortiguador de electroforesis:
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18 suspension del antigeno se mezclo en Jas siguientes proporciones:
* 10 uldel ECC
" Sulbuffer de corrimiento (SDS al 10%, 2-mercaptoetanol al 10% V/V,
glicerol al 50% en buffer Tris-HCI 125 mM, pH 6.8)
= 5 plagua bidestilada estéril

se calent6 la mezcla a 95° C por 3 minutos y posteriormente se aplicaron 20 pl de la
suspension del antigeno por carril, asi como 2.5 ul de los estandares de peso molecular
(PageRulerTM 26616 THERMO SCIENTIFIC). La electroforesis se inici¢ a un voltaje de
80 v hasta que el indicador alcanzo el gel de corrimiento, en ese momento el voltaje se

aument6 a 100 v hasta que el colorante llegé al extremo inferior del gel el cual, finalmente
se tino con azul de Coomassie.

13.4. Tincién con azul de Comassie

El gel se coloc6 durante 30 min en una solucién de azul de Coomassie (R-250
SIGMA) al 0.1%.

o Preparacion de la tincién de azul de Comassie:
En un frasco con capacidad de 250 ml, mezclar 50 ml de metanol, 1 ml de acido
acético glacial, 0.05 g de azul de Comassie brillante G y 40 ml de agua
bidestilada.

Posteriormente se colocé en solucién destifidora por 1 hora, con cambios cada 10

minutos de la solucion.

* Preparacion de la solucion destinidora de acido acético/metanol
En un frasco con capacidad de 250 ml, mezclar 5 ml de metanol, 7 ml de acido

acético glacial y 88 ml de agua bidestilada.

13.5. Preparacién del inéculo en el grupo de ratones infectados via subcutanea

en cojinete plantar, intraperitoneal y subcutanea dorsal.
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A partir de la cepa proporcionada por el departamento de Dermatologia del Hospital
Universitario, s sub-cultivé en placa Petri con agar avena (avena al 6% y agar al 1.5%)
durante 11 dias. Posteriormente se irrigé con 10 ml de agua estéril y con un hisopo se
realizo un raspado sobre el crecimiento fangico, con una pipeta Pasteur se obtuvo Ia
suspension de la mezcla heterogénea formada por la solucién salina y particulas del
hongo, se transfirié a 5 matraces Erlenmeyer de 500 ml en un volumen final de 100 ml
con medio de cultivo Sabouraud.

En 11 dias se colecto la biomasa himeda y se dividié en 2 grupos:

13.5.1 Preparacion del in6culo para el grupo de ratones a infectar en cojinete

plantar.

o Se vacio el medio de cultivo Sabouraud en tubos de 50 ml estériles.

o Se centrifugé a 3,500 rpm por 10 minutos a 4°C y el sobrenadante se
decanto.

o Se agregaron 10 ml de agua estéril.

o Se realizaron en tres ocasiones los lavados.

o Posteriormente se homogenizo la biomasa con un dispositivo Potter y se
filtré con micracloth.

o Se centrifugé el filtrado a 3,500 rpm por 10 minutos a 4°C, formandose un
botdn con la biomasa humeda del hongo y el sobrenadante se decantd.

o Elfiltrado se observé con microscopia directa para visualizar la integridad
de las hifas y verificar la ausencia de contaminacion. Se cultivd en agar
Sabouraud por técnica de puncion en asa para corroborar viabilidad de M.
mycetomatis.

o El peso final del botén fue de 1,070 mg.
o Se inocularon 9 ratones, con 30 mg cada uno en un volumen final de 100

l.
o Se re-suspendié el boton final en 3.5 ml de agua estéril.

o Seinoculé 100 pl a cada ratén en cojinete plantar.
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1352 Preparacion del inéculo para el grupo de ratones a infectar via
peritoneal y Subcutaneo Dorsal

Se vacio el medio de cultivo Sabouraud en tubos de 50 ml estériles.

Se centrifugd a 3,500 rpm por 10 minutos a 4°C y el sobrenadanté s€
decanto.

Se agregaron 10 ml de agua estéril.

Se realiz6 en tres ocasiones los lavados.

Posteriormente se homogenizé la biomasa con un dispositivo Potter.

La suspension obtenida se centrifugd a 3,500 rpm por 10 minutos a 4°C.
Se decant6 el sobrenadante.

Se peso la biomasa hiimeda obteniendo: 4,360 mg.

Se re-suspendio la biomasa en 10 ml de agua estéril.

Se inyect6é 120 mg de biomasa humeda por cada raton.

Infeccidn Intraperitoneal

= Se re-suspendié 0.3 ml de la biomasa himeda con 0.7 ml de agua
estéril.
= Se inyecto en total 1ml por cada ratén via intraperitoneal

Infeccidn subcutanea dorsal

= Se utilizdé 2.7 ml de la suspension de la biomasa humeda.
= Se hizo una emulsion con adyuvante incompleto de Freund (50%
vIv).

= Del total de 5.4ml de volumen final, se inyectan 0.6 ml por raton.







