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Resumen: Nocardia brasiliensis es el principal agente etiolégico del actinomicetoma, una
infeccién subcutinea cronica. Si bien estudios en modelos murinos han caracterizado una
respuesta robusta de anticuerpos sistémicos junto con un microambiente local
inmunosupresor, se desconoce el papel de una de las células inmunes innatas residentes en
los tejidos particularmente las células cebadas, en esta infeccién. Este estudio tuvo como
objetivo definir la participacion de las células cebadas en la patogénesis del actinomicetoma
experimental.

Objetivo: Evaluar la participacion de las células cebadas en el establecimiento y evolucién
del actinomicetoma por Nocardia brasiliensis en un modelo experimental.

Material y Métodos: /n vivo, se empleé un modelo de actinomicetoma en ratones WT y
deficientes en células cebadas (CS7BL/6- Kit"*/#") Se monitoreo la progresion de la
lesion, carga bacteriana (UFC), distribucién de células cebadas (tincién con azul de toluidina)
¢ histopatologia de granulomas (H&E). La infiltracién de células inmunitarias (Ly6G/6C+,
CD3+ por citometria de flujo), respuesta esplénica y niveles de IgG anti-Nocardia (ELISA)
se analizaron a los 30 y 72 dias postinfeccion (DPI). In vitro, se evalud la respuesta de células
cebadas derivadas de médula dsea (BMMC) a la infeccién por Nocardia brasiliensis,
evaluando viabilidad (citometria de flujo), activacion por ensayo de degranulacion (beta-
hexosaminidasa) y secrecion de citocinas (ELISA).

Resultados y conclusién: In vivo, las células cebadas son esenciales para el control
bacteriano, la formacion de granulomas organizados y el reclutamiento secuencial de células
mieloides (Ly6G/6C+) y linfocitos T CD3+. Los ratones deficientes en células cebadas
(Wsh) presentan carga bacteriana elevada e incapacidad para formar granulomas
organizados, adoptando una morfologia irregular con multiples focos bacterianos, a pesar de
desarrollar una respuesta humoral (IgG) normal. Se concluye que las células cebadas son
reguladores clave de la respuesta inmune efectiva contra Nocardia brasiliensis. In
vitro, Nocardia brasiliensis activa y polariza células de médula 6sea, induciendo la secrecién
de IL-6, TNF-a y TGF

Dr. C. Mario Cesar Sglinas Carmona



1. INTRODUCCION

1.1 Micetoma
El micetoma es una patologia granulomatosa, infecciosa y crénica, Clinicamente, esta

afeccion se manifiesta como una inflamacién de los tejidos blandos con aspecto tumoral,
que evoluciona formando un tracto sinusal o fistula a través del cual se drena material
purulento que contiene los granulos caracteristicos del agente etioldgico [1]. Hoy en dia
se conoce la etiologia de la enfermedad y sus agentes infecciosos, sin embargo, al igual
que otras enfermedades requirié del estudio de diversos médicos e investigadores quienes
contribuyeron a esclarecer la naturaleza de esta patologia. La historia del micetoma se
remonta a 1842, cuando el cirujano inglés John McGill documenté brevemente sus
observaciones sobre esta afeccion en la region de Madura, India [2]. Cuatro afios después,
en 1846, Godfrey reporto en la misma zona cuatro casos de una nueva entidad clinica, a
la que denomind "morbus tuberculosis pedis”. Ese mismo afio, Colebrook introdujo el
término “"pie de Madura"”. Posteriormente, en 1860, Carter H.V. propuso el nombre
"micetoma” y, ademas, identifico la presencia de granos, los cuales describié como
particulas de origen fungico. En 1874, Ch. McQuestin reporto la presencia de micetomas
en el continente americano, especificamente en Sonora, México [2]. Después, N. F.
Surveyor y R. Boyce observaron que ademas de los hongos, los actinomicetos tambnien
eran responsables de esta infeccion. En México, los primeros estudios sobre micetomas
fueron realizados por Ricardo Cicero en 1911. M. Langeron empled el término para
referirse a casos ocasionados tanto por Actinomyces como por Nocardia en 1928.
Finalmente, en 1913, Pinoy describid los micetomas de origen actinomicético y establecio
una clasificacion que distingue entre eumicetoma, cuando el agente causal es un hongo, y

actinomicetoma, cuando se trata de una bacteria [2].

El micetoma constituye, en gran medida de los casos, una infeccion adquirida por via
traumatica, mediante la cual microorganismos presentes en el suelo logran introducirse en
el tejido subcutaneo. Dicha entidad clinica cursa con un proceso inflamatorio cronico que
genera deformidad estructural en el tejido afectado, focalizdndose con mayor frecuencia

en los miembros inferiores. Esta patologia ha sido clasificada dentro del grupo de


https://www.zotero.org/google-docs/?uWXrcY
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enfermedades tropicales desatendidas [3]. En la actualidad, los esquemas terapéuticos
disponibles implican costos elevados y periodos de tratamiento que se extienden desde
varios meses hasta afios; asimismo, la intervencion quirdrgica, incluida la amputacion del
miembro afectado, constituye un desenlace frecuente [3,4].

Desde una perspectiva teorica, las enfermedades infecciosas de etiologia bacteriana o
fungica podrian ser prevenibles mediante estrategias de inmunizacion activa; no obstante,
actualmente no se dispone de una vacuna para esta ni para numerosas infecciones de
caracteristicas similares [5].

Desde una mirada histopatoldgica, tanto en el hospedero humano como en modelos
experimentales murinos, el tejido afectado evidencia un proceso inflamatorio de caracter
mixto agudo y cronico, caracterizado por la presencia de maltiples microabscesos,
formacion de granulomas, acumulacion de células espumosas, infiltrado de macrofagos y
linfocitos, asi como fibrosis periférica dispuesta alrededor de las microcolonias
bacterianas [6].

En cuanto a los factores que condicionan el establecimiento de la infeccion, se han
identificado tres elementos fundamentales: la magnitud de la carga bacteriana, el estado
inmunolégico del huésped y la funcién hormonal. Asimismo, la actividad ocupacional del
huésped representa un factor determinante en la presentacion clinica, dado que esta
entidad se observa con mayor prevalencia en individuos que desarrollan sus labores en
condiciones rudimentarias, sin proteccion adecuada ni calzado, particularmente en

entornos rurales o al aire libre [7].

1.2 Etiologia
La clasificacion del micetoma se establece en funcion del agente etioldgico implicado en

el proceso infeccioso. Asi, se distingue entre actinomicetoma, cuando el agente causal
corresponde a actinomicetos filamentosos aerobicos, y eumicetoma, cuando la infeccion
es ocasionada por hongos verdaderos [8]. En el contexto epidemiolégico de México, el
actinomicetoma constituye la forma predominante, representando aproximadamente el
96.52 % del total de casos registrados. Dentro de este grupo, Nocardia brasiliensis se
identifica como el agente etioldgico mas frecuente, presente en el 65.58 % de las

infecciones [9]. La distribucion de las especies bacterianas involucradas presenta una
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marcada variabilidad geografica. Actinomadura pelletieri se asocia predominantemente
con regiones de alta pluviosidad, mientras que Nocardia brasiliensis y Streptomyces
somaliensis muestran una mayor prevalencia en zonas aridas y desérticas [10]. Por su
parte, el eumicetoma presenta una proporcion considerablemente menor en México, con
apenas el 3.48 % de los casos. Esta variante es ocasionada por un amplio espectro de
hongos, entre los que se incluyen los géneros Fusarium, Madurella, Leptosphaeria y

Acremonium [9].

1.3 Geografia y epidemiologia
El actinomicetoma se considera una patologia de caracter laboral, con predominio en
jornaleros del &mbito rural cuyas edades oscilan entre los 20 y 45 afios, y residen en zonas
tropicales del planeta. Dichas regiones geogréaficas se localizan en latitudes 15° S y 30°
N, y los paises que reportan las tasas més elevadas de esta entidad clinica son Mauritania,

Sudan, Yemen, Pakistan, India, Senegal y Somalia [8].

En el continente americano, la mayor incidencia del micetoma se concentra en Venezuela
y México; no obstante, la enfermedad puede identificarse en la mayoria de los paises de
Centroamérica y Sudamerica [11]. En México, hasta el afio 2012, se habian documentado
3,933 casos en un periodo de 54 afnos. La distribucion por sexo muestra una prevalencia
del 75.6 % en hombres y del 24.4 % en mujeres. En cuanto al grupo etario, el 75.72 % de
los casos registrados corresponde a adultos comprendidos entre los 16 y 50 afios. Respecto
a la actividad ocupacional, el estrato predominante es el de campesinos, con un 58.41 %,
después por amas de casa, con un 21.79 % (Figura 1). Las entidades federativas con mayor
frecuencia son Morelos, Jalisco, Guerrero, Nuevo Ledn, Michoacan, Veracruz (Figura 2).
En relacion con la clasificacion etiologica, el actinomicetoma representa el 96.52 % de
casos, con Nocardia brasiliensis como el agente causal mas frecuente, con un 65.58 % del

total de infecciones.
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Ocupacién n' %

Campesinos 1,823 58 41
Amas de casa 680 21.79
Chbraros 1749 5.74
Estudiantas 127 406
Albariles 99 313
Empleados 63 202
Comerciantes 48 153
Trabajadores de limpieza 40 1.28
Choferes 26 0.83
Profesionistas 10 0.32
Otrosg 28 0.89
Total 3123 100.00

Figura. 1: Principales actividades laborales en 3,123 casos de actinomicetoma
registrados en México en el 2012 [9].

Trépico de cancer

E: Casos Estado Casos Estado Casos Estado Casos  Estad Casos
(1) Jalisco 676  (6) Michoacén 243 (11) Yucatan 94  (16) Edo. de México 44 (21) Colima 13
(2) Morelos 420 (7) San Luis Potosi 229  (12) Hidalgo 67  (17) Coahuila 36  (22)Campeche 9
(3) Nuevo Leén 347  (8) Oaxaca 172 (13) Tamaulipas 66 (18) Sinaloa 34 (23) Tabasco 6
(4) Guerrero 302 (9) Guanauato 163  (14) Distnto Federal 49  (19) Nayarit 24 (24) Chiapas 3
(5) Veracruz 264  (10) Puebla 138  (15) Zacatecas 49  (20) Querétaro 14 Sin reportar 462

Figura. 2 Casos registrados de micetoma en México en el 2012 por entidad
federativa [9].
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1.4 Género Nocardia
La clasificacion taxondmica del género Nocardia ha sido historicamente objeto de

controversia y revision constante. El origen de su denominacién se remonta a 1888,
cuando Edmond Nocard identificé un microorganismo con tincion Gram positiva a partir
de un caso de farcia bovina, donde inicialmente se le registré como el agente causal de
dicha afeccién. Trevisan, en 1889, asignd a esta cepa el nombre Nocardia farcinica,

estableciendo con ello la base nomenclatura del género (Tabla 1) [12].

En ese mismo afio, se reportd el primer caso de infeccion humana por Eppinger,
ocasionado por una especie de este género, documentando un absceso cerebral en un
paciente y designando al microorganismo responsable como Cladothrix asteroides por
Eppinger H., en 1890. Posteriormente, en 1896, Blanchard clasifico este taxdn bajo la

denominacion Nocardia asteroides [2].

Tabla 1 Criterios taxondémicos para la adscripcion bacteriana al género Nocardia.

Caracteristica Referencia
Presencia de acidos grasos de cadena ramificada. [13]
Longitud entre 46 y 60 atomos de carbono.

Pared celular constituida por arabinosa, galactosa, [14]

alanina, &cido  glutdmico 'y acido DL-
diaminopimélico.

Deteccidn de acido tuberculostearico en conjunto con [15]
acidos grasos insaturados.

Existencia de menaquinonas, las cuales participan en [16]
la cadena de transporte electrénico.

Composicidn lipidica caracterizada por la presencia de [6]
3,3-trealosa dimicolato, difosfatidilglicerol,

fosfatidilinositol y fosfatidiletanolamina.

1.5 Nocardia brasiliensis
La bacteria Nocardia brasiliensis es un actinomiceto aerobio sapréfito, inmovil e

intracelular. Se caracteriza por ser un bacilo aerobio estricto, con tincién Gram positiva y
débilmente &cido-alcohol resistente en las tinciones de Ziehl-Neelsen o Kinyoun,
propiedad atribuida a la capa externa de acidos micoélicos, cuya presencia inhibe la
liberacién del colorante; en consecuencia, la pérdida de estos lipidos conlleva la pérdida

de la tincion. Morfoldgicamente, presenta un crecimiento en hifas fragmentadas en
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bastones cuyas dimensiones oscilan entre 0.5 y 1.2 um [20]. Estas caracteristicas en
conjunto con los criterios quimiotaxondmicos previamente establecidos para el
género Nocardia, constituyen las bases fundamentales para la identificacion certera de
este patdgeno [12]. El anélisis de la pared de Nocardia brasiliensis revel6 caracteristicas
compatibles con bacterias Gram positivas, lo que condujo a su adscripcion al filo
Actinobacteria. Este taxon representa uno de los grupos mas diversos y numerosos dentro
del dominio Bacteriano, y se distingue por una concentracion elevada de guanina y
citosina (G+C) en el genoma, asi como por una notable variedad morfolégica que abarca
desde formas cocoides hasta estructuras filamentosas fragmentables. Las especies
pertenecientes a este filo han desarrollado estrategias ecoldgicas diversas, tales como
Mycobacterium Nocardia, Corynebacterium y Propionibacterium. Un rasgo molecular
singular que constituye una sinapomorfia del filo Actinobacteria es la presencia de una
secuencia insertada de aproximadamente 100 pares de bases, localizada entre las hélices
54 y 55 del gen que codifica el ARN ribosomico 23S (Tabla 2) [21,22].

Tabla 2 Filogenia de Nocardia brasiliensis.

Taxon Categoria
Dominio Bacteria
Filo Actinomycetota
Clase Actinomycetes
Orden Mycobacteriales
Suborden Corynebacterineae
Familia Nocardiaceae
Género Nocardia
Especie brasiliensis

1.6 Modelo experimental de actinomicetoma
El modelo murino experimental de actinomicetoma por Nocardia brasiliensis constituye

una herramienta reproducible que reproduce fielmente las caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas observadas en la infeccibn humana, permitiendo el estudio de la
patogenia, la respuesta inmune, la evaluacion de factores de virulencia y el ensayo de
estrategias terapéuticas y profilacticas [23,24]. Para su establecimiento, se emplea la
cepa Nocardia brasiliensis HUJEG-1 (ATCC 700358), identificada originalmente de un
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paciente con micetoma, la cual se cultiva en caldo infusion cerebro-corazon hasta alcanzar
la fase logaritmica de crecimiento, momento en el cual se prepara una suspension
unicelular de 107 unidades formadoras de colonias por ml (UFC/mL) [23]. Se utilizan
ratones BALB/c de ambos sexos, de 9 a 12 semanas de edad, mantenidos en condiciones
estandar de bioterio, y se inyectan 100 pL de la suspensidn bacteriana en el cojinete plantar
en el miembro posterior sin adyuvante, dosis que resulta 6ptima para el desarrollo del
micetoma, mientras que dosis inferiores (10° o 10° UFC) no logran inducir la lesion

caracteristica [23].

1.7 Evolucion Clinica del actinomicetoma
La evolucion clinica sigue una secuencia predecible: a las 72 horas se observa

inflamacion leve con edema de 7 mm, entre los dias 7 y 14 se acentla el edema con
hiperemia y pequefios abscesos, al dia 28 se establece un cuadro de edema, abscesos,
fistulas con descarga de granulos, y al dia 90 se alcanza un micetoma plenamente
desarrollado con edema de hasta 19 mm, abscesos abiertos, fistulas y cicatrices;
aproximadamente el 80% de los animales desarrollan un micetoma tipico y cerca del 60%
curan espontaneamente despues de 150 dias, pudiendo observarse destruccion ¢sea en la
fase cronica [23]. Histopatologicamente, durante los primeros 7 dias se observan multiples
microabscesos con abundantes granulocitos polimorfonucleares y limites pobremente
definidos; al dia 10 aparecen macréfagos periféricos en la lesién, algunos con aspecto
espumoso caracteristico; al dia 30 se evidencian abscesos multiples bien delimitados por
macrofagos de tipo espumoso con microcolonias de Nocardia brasiliensis; y entre los dias
90 y 150 persisten microcolonias rodeadas por infiltrado inflamatorio mixto
(polimorfonucleares, macréfagos, linfocitos) y fibrosis periférica, siendo la tincion de
Kinyoun atil para visualizar bacilos acido-alcohol resistentes en agregados y formaciones

filamentosas [23].
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1.8 El papel de la inmunidad innata y adquirida en modelos experimentales:
nocardiosis/micetoma en modelo murino

La respuesta del hospedero frente por Nocardia brasiliensis se inicia de forma temprana
después de la inoculacion bacteriana, caracterizada por un infiltrado inflamatorio local
compuesto predominantemente por células polimorfonucleares. Clinicamente, se
manifiesta como tumefaccion macroscépica en el sitio de inoculacién, la cual evoluciona
de manera progresiva y paulatina en ausencia de fiebre o dolor [6]. Tras varios meses de
inflamacién crénica y crecimiento lesional continuo, algunos nodulos fistulizan
espontaneamente a través de la piel, con drenaje de exudado seroso o material purulento
que contiene granulos o granos de tonalidad blanquecina. Las lesiones caracteristicamente
se diseminan hacia los tejidos circundantes, lo que induce aumento de la tumefaccion,
formacién de nuevos trayectos fistulosos y drenaje diario de material liquido. En fases
avanzadas, el proceso infeccioso puede comprometer el tejido 6seo subyacente y

ocasionar periostitis y lesiones osteoliticas [6,23].

1.9 Antecedentes sobre la respuesta inmune contra Nocardia brasiliensis
La respuesta inmune desencadenada por Nocardia brasiliensis ha sido estudiada desde

multiples aproximaciones experimentales a lo largo de las ultimas dos décadas. En la
siguiente tabla se presenta una sintesis cronolégica de los estudios mas relevantes en este
campo, desde el establecimiento del modelo murino en 1999 hasta las contribuciones mas

recientes en 2026.

Tabla 3 Antecedentes sobre la respuesta inmune contra Nocardia brasiliensis.

Hallazgo principal Referencia

Modelo murino BALB/c; antigenos P24/P61; respuesta mixta
Th1/Th2 [23]

Anticuerpos IgM-1gG confieren proteccion

Anticuerpos monoclonales IgM protectores [25]

Microambiente inmunosupresor (Treg/IL-10) [26]
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Hallazgo principal Referencia

Lipidos de pared celular modulan respuesta inmune [27]

Formacion de células espumosas (foam cells) [28]

Generacion de centros germinales por antigenos de Nocardia

brasiliensis [29]
Oxido nitrico promueve patogénesis del actinomicetoma [30]
Aumento de la expresion de PD-1-PD-L1, asociado al [31]
agotamiento de los linfocitos, en el tejido infectado.
Respuesta inmune desregulada y su efecto en la formacion y

< 9 [32]
establecimiento del actinomicetoma.
Cepa atenuada NBP200; respuesta protectora [33]

La investigacion sobre la respuesta contra Nocardia brasiliensis ha evolucionado desde la
caracterizacion inicial del modelo murino y la identificacion de antigenos
inmunodominantes [23,25], hasta el descubrimiento de mecanismos de inmunosupresion
inducida por la bacteria y el papel patogénico del 6xido nitrico [26,30]. El desarrollo
reciente de una cepa atenuada (NBP200) ha abierto nuevas perspectivas para comprender
los mecanismos de proteccion y el desarrollo de estrategias profilacticas. Pese a los
valiosos estudios referentes a la respuesta inmune contra Nocardia brasiliensis generados
hasta el dia de hoy, aun siguen interrogantes sobre la naturaleza concreta del desarrollo
del actinomicetoma en donde diversos actores y mecanismos celulares participan en
conjunto para el desarrollo de la enfermedad. Uno de estos elementos que forma parte de
la respuesta inmune innata, responsable de una respuesta temprana contra Nocardia
brasiliensis y del cual aiin se desconoce su papel en la patogenia del actinomicetoma son

las células cebadas.
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1.10 Células cebadas y su papel en el control de infecciones
El sistema inmune confiere proteccién al individuo contra patdgenos a través de la

inmunidad tanto innata como adaptativa. La inmunidad innata comprende estructuras
anatémicas preexistentes como barreras fisicas (piel y mucosas) asi como de sustancias
propias del organismo que conforman las barreras quimicas (lagrimas, enzimas, moléculas
solubles, secreciones) y células como células dendriticas, neutréfilos, macrofagos, células

linfoides innatas y células cebadas [34].

Las células cebadas son uno de los principales elementos de la inmunidad innata,
proporcionan la primera linea contra los patdgenos. Son células del linaje mieloide y se
encuentran principalmente en 6rganos y tejidos que fungen como interfase con el medio
ambiente como la piel y las mucosas. Su activacion y degranulacion modula
significativamente varios aspectos fisiologicos como la vasodilatacion, la homeostasis
vascular, la respuesta inmune, la angiogénesis y la desintoxicacion del veneno. Dentro de
sus mecanismos efectores en el combate de infecciones destacan la fagocitosis,
produccién de histamina, citocinas, quimiocinas, proteasas y radicales libres [35]. Por otro
lado, las células cebadas han sido implicadas en la fisiopatologia de multiples
enfermedades por alergias como asma, anafilaxia, trastornos gastrointestinales, algunos

tipos de neoplasias malignas y enfermedades cardiovasculares.

1.11 Caracteristicas bioldgicas y fenotipicas de las células cebadas
Las células cebadas son leucocitos del linaje mieloide que se originan a partir de

progenitores hematopoyéticos en médula Gsea. Contrario de otros granulocitos como
neutrofilos, eosinéfilos y baséfilos que completan su diferenciacion en médula 6sea y
circulan como células maduras en sangre periférica, las células cebadas abandonan la
circulacion sanguinea como progenitores inmaduros agranularesy terminan su
maduracion en tejidos periféricos, donde residen de manera permanente, desarrollando
sus granulos solo después de su entrada a los tejidos [36,37]. En humanos, los progenitores
de células cebadas circulantes (MCps, mast cell progenitors) han sido definidos como
células CD34+ que coexpresan c-Kit (CD117) y FceRl, el receptor de alta afinidad para
IgE [38]. Esta capacidad funcional temprana posiciona a los MCps como células

competentes para participar en respuestas inmunes incluso antes de completar su
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maduracion tisular. El proceso de maduracion tisular de las células cebadas depende
criticamente del receptor c-Kit , una tirosina quinasa tipo Il codificada por el
protooncogén c-KIT, y de su ligando, el factor de células madre (SCF, stem cell factor),
producido por células del estroma en los tejidos diana. La interaccion de SCF a c-Kit es
esencial para la supervivencia, proliferacion, diferenciacion y activacion de las células
cebadas [39,40]. En cuanto a su morfologia, las células cebadas en estado quiescente
presentan un tamafio que oscila entre 10 y 15 um, aunque pueden alcanzar dimensiones
mayores tras la activacion y degranulacion. Una de sus caracteristicas morfologicas mas
distintivas es la presencia de un citoplasma densamente granulado, que contiene entre 50
y 200 grénulos secretores donde se almacenan diversos mediadores preformados como
histamina, proteasas neutras, proteoglicanos y citocinas listos para ser liberados en
cuestion de segundos tras la estimulacion adecuada [35,36]. Estas células poseen una vida
prolongada en los tejidos, que puede extenderse desde semanas hasta varios meses,
dependiendo del microambiente y de las sefiales de supervivencia recibidas,

particularmente a través del eje SCF/c-Kit [35].

En condiciones homeostaticas, la poblacion de células cebadas en los tejidos se mantiene
mediante proliferacion local de células cebadas residentes; sin embargo, durante procesos
inflamatorios, este equilibrio se modifica y el mantenimiento ocurre fundamentalmente a
través del reclutamiento de progenitores desde la médula Gsea hacia los tejidos diana.
Dicho reclutamiento requiere la accidn coordinada de integrinas como a4f7 y moléculas
de adhesion como VCAM-1, asi como de los receptores de quimiocinas CXCR2 y CCR-
2 ysu ligando CCL-2 [40,41]. Una vez que estos progenitores alcanzan su maduracion en
el tejido proceso que depende nuevamente del eje SCF/c-Kit adquieren la capacidad de

activarse y degranular, perpetuando asi la respuesta inflamatoria.

En lo que respecta a sus caracteristicas fenotipicas, las células cebadas expresan una
amplia y diversa variedad de receptores que les permite detectar y responder a multiples
sefiales del microambiente. A parte del receptor clasico FceRI de alta afinidad para
IgE protagonista en las reacciones alérgicas, expresan receptores para IgG (FcyR),
receptores para IgA (FcaR), receptores tipo Toll (TLR) que reconocen patrones

moleculares asociados a patdgenos (PAMPS), receptores para el complemento (C3aR,
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C5aR), el receptor Mrgprbx2 (Mrgprb2 en ratones) implicado en la activacion
independiente de IgE por péptidos cationicos y farmacos, asi como receptores para
diversas citocinas y quimiocinas [36,42,43]. La expresion de c-Kit en su superficie
constituye, ademas de un requisito para su supervivencia y diferenciacion, un marcador
fenotipico distintivo que permite identificar y caracterizar a estas células a través de

citometria de flujo o inmunohistoquimica [36].

Esta diversidad en la expresién de receptores confiere a las células cebadas una
notable capacidad de integracion de sefiales, provenientes tanto del sistema inmune innata
(através de PAMPs, DAMPs, anafilotoxinas del complemento y neuropéptidos) como del
adaptativo (a través de IgE e 1gG) posicionandose  como sensores
inmunologicos estratégicamente ubicados en la interfaz entre el huésped y el ambiente
[43,44]. Si bien clasicamente se ha vinculado a las células cebadas con la fisiopatologia
alérgica, su biologia fundamental revela un papel mucho mas amplio que incluye la
vigilancia inmunologica, la homeostasis tisular, la reparacion de tejidos y la defensa

antimicrobiana.

1.12 Clasificacion de las células cebadas en humanos y ratén
La heterogeneidad de las celulas cebadas ha sido reconocida durante décadas, y

tradicionalmente se han clasificado segun el contenido de proteasas granulares y su
localizacion tisular [45-47]. En humanos, la clasificacion clasica distingue dos subtipos
principales basados en la expresion de triptasa y quimasa. Las que expresan,
exclusivamente triptasa se conocen como MCT (Triptasa) y se localizan
predominantemente en mucosas (pulmon e intestino), y las que coexpresan triptasa,
quimasa, carboxipeptidasa A3 (CPA3) y catepsina G, se conocen como MCTC (Tryptasa-
Quimasa), residen preferentemente en tejido conectivo (piel y submucosa) [48,49]. Sin
embargo, esta dicotomia clasica ha sido recientemente superada por estudios
transcriptomicos de alta resolucion, en donde a través de analisis de secuenciacién de
ARN de una sola célula (scRNA-seq), se han revelado una diversidad fenotipica mucho
mayor, identificando seis grupos transcripcionales de células cebadas humanas (MC1-
MCS6) con distribuciones tisulares especificas: MC1 se enriquece en piel y pulmén, MC5

en ganglios linfaticos y vasculatura, MC2, MC3 y MC4 en piel y vejiga, y MC6 en traquea
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y pulmones [50]. Este hallazgo amplia la clasificacion clasica MCT/MCTC, revelando al

menos seis poblaciones con posibles funciones especializadas segln su nicho.

En ratones, la clasificacion tradicional distingue las células cebadas de tipo conectivo
(CTMCs) vy las celulas cebadas de tipo mucoso (MMCs), aunque estudios recientes han
refinado esta clasificacion identificando poblaciones basadas en la expresion de Mrgprb2
[50,51]. Esta creciente comprensién de la heterogeneidad de las células cebadas impulsada
por tecnologias de transcriptomica unicelular ha revelado que estas células poseen una
plasticidad funcional mucho mayor de lo que se pensaba, con implicaciones significativas
en el contexto de la proteccion, la homeostasis tisular, la defensa antimicrobiana
[49,50,52,53]. En la siguiente tabla, se presenta un resumen que sintetiza la localizacion

de los principales tipos de células cebadas en ambas especies (Tabla 4).

Tabla 4 Clasificacion de células cebadas en humanos y modelo murino.

Especie Clasificacion Localizacion Referencia
MCT Mucosa pulmonar e intestinal [54]
CTMC Piel, tejido conectivo, submucosa [37]
Humanos

scCRNA-seq Distribucion especifica por 6rgano | [50]
(vejiga, pulmon, piel)

CTMC Piel, cavidad peritoneal, submucosa | [50,55]
+
Ratones Mrgprb2
MMC Mucosa pulmonar e intestinal
Mrgprb2-

CTMC, Célula cebada de tejido conectivo; MCT, Célula Cebada productora de triptasa;
MCTC, Célula cebada productora de triptasa/quimasa; MMC, Célula cebada de mucosa;
Mrgprb2+/—, receptor de proteina G acoplado a Mas b2; sScRNA-seq, Secuenciacion de
ARN de célula unica.

1.13 Activacidn clasica: mecanismo de desgranulacion
Una vez que las células cebadas son activadas a través de la interaccion IgE- FceRI liberan

mediadores preformados en cuestién de segundos y sintetizan de novo otros en minutos.
El receptor FceRI posee una afinidad aproximadamente 100 veces mayor por la porcion

Fc de la IgE que por la de la 1gG; en consecuencia, la IgE permanece constitutivamente
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unida a FceRI en las células cebadas incluso en ausencia de antigeno, lo que confiere a la

respuesta una velocidad excepcional ante el estimulo antigénico [36].

La senalizacion a través de FceRI se inicia con la fosforilacion dependiente de la quinasa
Lyn en los motivos ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) localizados
en las subunidades B y y del receptor. La quinasa Syk es reclutada por los ITAM
fosforilados, activandose y autofosforilandose subsiguientemente. A su vez Syk fosforila
al enlazador de activacion de células T (LAT) y al enlazador de activacion de células no
T (NTAL). LAT fosforila a la fosfolipasa C (PLC), la cual genera inositol trifosfato (IP3)
y diacilglicerol (DAG), induciendo la movilizacién de calcio intracelular y la activacion
de la proteina quinasa C (PKC). Paralelamente, NTAL activa al fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI3K), contribuyendo también a la liberacion de calcio. Esta cascada de
sefializacion culmina en tres procesos efectores: desgranulacion, produccion de

mediadores lipidicos y sintesis de citocinas [56].

1.14 Desgranulacion y mediadores preformados
La desgranulacién ocurre segundos después del entrecruzamiento del IgE- FceRI resulta

en la liberacién de proteasas neutras como triptasa, quimasa y carboxipeptidasa, que
activan metaloproteasas de la matriz extracelular (MMP) responsables de la remodelacion
del tejido conjuntivo. La B-triptasa escinde la IgE una vez activada la célula cebada,

ejerciendo una funcién reguladora negativa sobre la respuesta alérgica [57].

Sin embargo, la histamina, es el mediador mas relevante liberado por las células cebadas
y tipicamente asociado con la fisiopatologia alérgica, se deriva del aminoacido histidina e
induce activacién celular mediante cuatro receptores (H1, H2, H3 y H4). La estimulacion
del receptor H1 induce la reaccion alérgica clasica. Dicho receptor se expresa en células
musculares lisas y endoteliales; su activacion en endotelio aumenta la permeabilidad
vascular, mientras que en masculo liso provoca contraccion, broncoconstriccion y

secrecion mucosa [58].

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), es una citocina inflamatoria almacenada en los
granulos preformados de las células cebadas; activa macréfagos, células endoteliales y la

sintesis de otras citocinas. Cuando se une a las células endoteliales induce una mayor
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expresion de moléculas de adhesion, facilitando la union de leucocitos al endotelio y su
posterior extravasacion hacia el foco inflamatorio [59]. Este proceso se ve potenciado por
la accion de numerosos mediadores liberados o sintetizados por las células cebadas, los
cuales ejercen un efecto quimiotéctico sobre distintos tipos de leucocitos incluyendo
neutréfilos, eosinofilos, basoéfilos, linfocitos Th2 reclutandolos activamente al sitio
dafiado amplificando la respuesta inflamatoria [35]. Paralelamente, estos mediadores
incrementan la permeabilidad vascular, permitiendo el paso de las células inmunitarias
desde el torrente sanguineo hacia el tejido afectado. Es importante destacar que, una vez
que se desgranula la célula cebada se sintetizan los mediadores y regeneran sus granulos,

recuperando asi su capacidad funcional para futuros estimulos [60].

1.15 Activacion no clasica: Mecanismos independientes de IgE
Ademas del receptor FceRlI, las células cebadas pueden activarse por una amplia variedad

de receptores de membrana, incluyendo FcaR, FcyR, receptores para adenosina, C3a,
quimiocinas, citocinas, TLR y Mrgprx2 [43].

Entre las vias de activacion independientes de IgE, destaca el receptor Mrgprx2,
expresado predominantemente en células cebadas humanos y (Mrgprb2, el ortélogo
funcional en modelos murinos) [42]. La identificacion y caracterizacion de este receptor
apoyaron a resolver un enigma en inmunologia clinica que se refiereal mecanismo que
subyacee a las reacciones pseudoalérgicas a farmacos neuromusculares, fluoroquinolonas,
vancomicina y péptidos enddgenos de naturaleza catiénica (sustancia P, LL-37) lo cual
desencadena cuadros clinicos que mimetizan una alergia, pero ocurren en ausencia de
anticuerpos IgE especificos [61,62]. Adicionalmente, el estrés oxidativo y la mitocondria
juegan un rol esencial en la desgranulacion no candnica, debido a que la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) es necesaria para la exocitosis, y los antioxidantes

reducen este proceso [63].

1.16 Sintesis de novo de mediadores
Ademas de los mediadores preformados liberados por desgranulaciéon, las células cebadas

activadas inician la sintesis de novo de una variedad de moléculas que amplifican y

perpetlan la respuesta inflamatoria. Estos mediadores se producen minutos u horas
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después de la activacion y se clasifican fundamentalmente en citocinas, quimiocinas,

eicosanoides y factor activador de plaquetas (PAF) [64].

1.17 Citocinas y quimiocinas
Las células cebadas sintetizan y liberan diversas citocinas y quimiocinas, entre las que se
incluyen CCL3, GM-CSF, IL-3, IL-5 e IL-6, moléculas clave en la quimiotaxis y
activacion de otras células inmunitarias como eosinofilos, neutréfilos y macréfagos en el

sitio inflamatorio, amplificando asi la respuesta [36].

1.18 Eicosanoides
Los eicosanoides prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos se producen a partir de la

conversion catalitica del &cido araquidonico, este se libera de los fosfolipidos de
membrana mediante la fosfolipasa A2 (PLA2) [65]. Las células cebadas expresan las
enzimas ciclooxigenasa 1 (COX-1) y ciclooxigenasa 2 (COX-2), las cuales convierten el
acido araquidonico en prostaglandinas y tromboxanos mediante la accion de isomerasas
especificas [66]. Adicionalmente, la 5-lipooxigenasa (5-LOX) convierte el &cido
araquidonico en leucotrienos. Los eicosanoides actian predominantemente en el area local
de desgranulacion de las células cebadas, ejerciendo efectos paracrinos [67]. Las
prostaglandinas regulan la permeabilidad vascular y modulan la respuesta inflamatoria
[66]), mientras que los leucotrienos intervienen en la contraccion del musculo liso, la

constriccion de las vias respiratorias y la secrecion mucosa [67].

1.19 Factor activador de plaguetas
El factor activador de plaquetas (PAF) es un mediador lipidico sintetizado de novo tras la

activacion de las células cebadas. Actla como un potente factor quimiotactico para
leucocitos y activa directamente neutréfilos, eosinofilos y plaquetas, participando en la

amplificacion de la respuesta inflamatoria y a la trombosis local [68].

1.20 Més alla de la alergia: el papel antimicrobiano de las células cebadas
Como se mencioné anteriormente, las células cebadas han sido estudiadas por su papel

protagdnico en las reacciones alérgicas. Sin embargo, una creciente linea de evidencia ha

comenzado a revelar un panorama mas amplio sobre sus funciones, posicionandose como
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efectores versatiles de la inmunidad innata. Esta funcién se debe, en gran medida, a su
localizacion estratégica en tejidos de interfaz con el ambiente, como piel y mucosas
respiratoria y gastrointestinal, que constituyen precisamente los sitios de entrada de
patdégenos [69-74]. Su activacion, ya sea por via clasica (IgE/FceRI) o independiente de
IgE (receptores Mrgprx2, TLRs, PAMPs bacterianos), desencadena una bateria de
mecanismos antimicrobianos que incluyen fagocitosis directa, liberacién de proteasas y
péptidos antimicrobianos, produccion de radicales libres, secrecion de TNF-a y formacion
de trampas extracelulares (MCETSs) [35,75-77]. Esta convergencia funcional no es
casualidad. La misma maquinaria de desgranulacién que en un contexto alérgico libera
histamina y leucotrienos para causar broncoconstriccion, en un microambiente infeccioso
libera moléculas con capacidad bactericida directa y recluta neutrofilos, macrofagos y
otras celulas efectoras al sitio de infeccion [78-80]. Es decir, el "arsenal” de las células
cebadas, sus granulos preformados y su capacidad de sintesis de novo representa un
sistema de defensa dual: por un lado, responde a alérgenos y, por otro, combates patogenos

(de forma protectora) [81].

En los ultimos afios, los trabajos referentes a su papel antimicrobiano han desarrollado un
consenso creciente sobre la importancia de estas células como componentes criticos en la
defensa del huésped frente a infecciones bacterianas [43]. Este cambio de paradigma ha
impulsado el estudio de las células cebadas en contextos infecciosos especificos,
incluyendo micobacterias [74,82-85], paréasitos [69,86-88] y bacterias cutaneas [89-91],
abriendo nuevas preguntas sobre su participacion en enfermedades infecciosas cronicas

como el actinomicetoma.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Ausencia de informacion para nocardiosis
Hasta la fecha, no existe ningln trabajo de investigacion que describa la participacion de

las células cebadas en la patogenia del actinomicetoma causado por Nocardia
brasiliensis. Sin embargo, se dispone de informacidn sobre la interaccion de estas células
con diversos patdgenos bacterianos, destacando particularmente los hallazgos en
infecciones  por Mycobacterium  tuberculosis  [74,83-85,92], una  bacteria
filogenéticamente emparentada con Nocardia brasiliensis. Ambas pertenecen al orden de
los Mycobacteriales y comparten caracteristicas clave: son patdgenos intracelulares
facultativos, inducen la formacion de granulomas como parte de la respuesta del huésped
y establecen infecciones cronicas que persisten durante meses o afios. Estas similitudes
posicionan a Mycobacterium tuberculosis como un modelo relevante para orientar el
estudio del papel de las células cebadas en la nocardiosis, a pesar de las diferencias en sus

paredes celulares y espectro clinico [93].

2.2 Reconocimiento de patdgenos y mecanismos efectores antimicrobianos
Las células cebadas expresan una variedad de PRRs que les permite detectar directamente

a los patogenos en ausencia de opsoninas [43]. Entre los que destacan los TLR2 y TLR4,
gue reconocen componentes de la pared bacteriana como lipopéptidos, peptidoglicano y
lipopolisacarido (LPS) [94]. En el contexto de infeccion in vitro de células cebadas, por
Listeria monocytogenes se induce la secresion de citocinas proinflamatorias como TNF-
a, IL-6 e IL-13, asi como la activacion de las vias de sefializacion de p38 MAPK y NF-
kB [73]. Por lo que los autores sugieren que la produccion de IL-6 e IL-13 dependen de
TLR2 y p38, mientras que la degranulacion, la produccion de ROS, la endocitosis y la

eliminacion de bacterias son independientes de este receptor [73].

Una vez activadas in vitro, las células cebadas despliegan multiples efectores frente
a Listeria monocytogenes, demostrado que esta bacteria induce la formacion de trampas
extracelulares de células cebadas (MCETS) dependientes de NADPH oxidasa, compuestas
por ADN nuclear, histonas, triptasa y f-hexosaminidasa, con actividad antimicrobiana
directa [95].
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Ademés de los TLRs, las células cebadas utilizan otros receptores para reconocer
micobacterias; uno de ellos es el CD48, una molécula anclada a GPI, es un receptor critico
para la activacion in vitro por Mycobacterium tuberculosis, ya que su bloqueo abroga la
liberacion de histamina [82]. Posteriormente, el mismo grupo demostro que la entrada de
Mycobacterium tuberculosis en las células cebadas ocurre a través de microdominios de
membrana ricos en colesterol (lipid rafts), un mecanismo de internalizacion que podria

ser aprovechado por la bacteria para evadir la destruccion lisosomal [92].

La relevancia funcional de TLR2 en la funcién antimicrobiana de las células cebadas fue
establecida por Carlos y colaboradores en 2009, a través de un modelo de infeccién por
Mycobacterium tuberculosis. Teniendo en cuenta que las células cebadas expresan TLR2,
mediante transferencia adoptiva, demostraron que ratones (TLR27/") son altamente
susceptibles a la infeccion, con alta carga bacteriana y escasa formacion de granulomas.
La transferencia de células cebadas (TLR2'/*) restaur6 el control de la infeccion,
normalizd la produccién de TNF-o, IL-1p e IL-6, y restablecio la formacion de

granulomas y el “homing” de linfocitos T CD8" activados [83].

Las células cebadas también actian contra otro tipo de bacterias como Streptococcus
pyogenes, asi lo demostraron Nardo y colaboradores en 2008; a través de modelos murinos
de infeccion deficientes de células cebadas (Kit"Ws"/"s"). Observaron que los ratones
deficientes de células cebadas son susceptibles a la infeccion con Streptococcus pyogenes,
sin embargo, cuando realizaron una reconstitucion adoptiva de celulas cebadas
provenientes de ratones control (wild-type) se restauré el control de la infeccidn, mientras
que la reconstitucion con células cebadas deficientes en catelicidina (Camp /") lo hizo
parcialmente. Ademas, demostraron que las células cebadas activadas por IL-4 procesan
la catelicidina generando un péptido mas pequeiio (IGE24) con potente actividad

bactericida contra Staphylococcus aureus y S. pyogenes [90].

Ademas, se ha descrito que los receptores Mrgprb2 (raton) y Mrgprx2 (humano)
reconocen moléculas de “quorum sensing” (QSMs) producidas por bacterias
Grampositivas  [79]. Especificamente, el péptido CSP-1 de Streptococcus
pneumoniae activa Mrgprb2 induciendo degranulacion y liberaciébn de mediadores

antimicrobianos, lo que inhibe el crecimiento bacteriano y previene la formacién de
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biopeliculas. Los ratones deficientes en Mrgprb2 son méas susceptibles a S.

pneumoniae, Enterococcus faecium y Streptococcus pyogenes [79].

En conjunto, estos hallazgos posicionan a las células cebadas como sensores
versatiles capaces de detectar patégenos como Listeria monocytogenes, Mycobacterium
tuberculosis, Streptococcus pneumoniae, entre otros a través de TLR2, TLR4, CD48 y
Mrgprb2, y desplegar un repertorio efector diverso que contribuye al control de

infecciones bacterianas.

2.3 Células cebadas en la transicion a la persistencia bacteriana
A pesar del conocimiento acumulado sobre los mecanismos de activacion de las celulas

cebadas frente a infecciones agudas, su papel en infecciones cronicas permanece
practicamente inexplorado. Este vacio es evidente para Nocardia brasiliensis, la principal
bacteria responsable del actinomicetoma. Dado que N. brasiliensis y Mycobacterium
tuberculosis pertenecen al orden de los Mycobacteriales y comparten la capacidad de
inducir la formacién de granulomas, mecanismo histopatolégico que subyace a la
cronicidad de estas infecciones, los hallazgos reportados para tuberculosis tanto pulmonar
como cutanea, asi como los experimentos In vitro e In vivo constituyen el referente mas
cercano para orientar el estudio de la nocardiosis. Por ello a continuacion, se revisa la
evidencia disponible sobre células cebadas en infeccion por Mycobacterium tuberculosis,
con el fin de sentar las bases para investigar su rol en la infeccion por Nocardia

brasiliensis.

2.4 Células cebadas en el control de infecciones cronicas por bacterias
intracelulares: el caso de Mycobacterium tuberculosis

El estudio de la tuberculosis humana ha afiadido una capa de complejidad al entendimiento
del papel de las células cebadas. Garcia Rodriguez y colaboradores en 2021, analizaron
muestras de autopsias de pacientes con tuberculosis pulmonar (TBP) y encontraron que
las células cebadas se localizan en la periferia de granulomas y tejido fibrético.
Demostraron que las células cebadas en estas lesiones expresan IL-17A (en granulomas
tempranos) y TGF-p (en areas fibroticas). Observaron un predominio de células cebadas

que co-expresan triptasa y quimasa (MCTC) en tejido fibrético. Este hallazgo sugiere que
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las células cebadas no solo participan en la fase inflamatoria temprana (via IL-17), sino
que también contribuyen a la fibrosis tardia a través de TGF-B y proteasas como la

quimasa [96].

En este mismo sentido, el estudio de Gupta y colaboradores en 2025 demostraron mayor
produccion de quimasa en células cebadas de granulomas de humanos y macacos con
TBP. En ratones, la deficiencia de células cebadas mejor6 el control de la infeccion y
redujo la inflamacién pulmonar en fases crénicas. La transferencia de células cebadas a la
via aérea aumentd la infiltracién de neutrdfilos y la diseminacion de Mycobacterium
tuberculosis al bazo, sugiriendo que, en determinados contextos, las células cebadas

pueden promover la patogénesis en lugar de controlar la infeccion [85].

La evidencia disponible sobre el papel de las celulas cebadas en TBP presenta aparentes
contradicciones. Por un lado, estudios de Carlos y colaboradores en 2009 demuestran su
papel protector mediante transferencia adoptiva de células cebadas TLR2/* [83].
Mientras que Villarreal Rivota y colaboradores en 2025 utilizando ratones Kit"-sh/W-sh
deficientes de células cebadas, reportaron mayor carga bacteriana en pulmoén y bazo,
menor nimero de granulomas y alteraciones en el perfil de citocinas séricas (incremento
de IL-4, IL-5 e IL-22 en fase temprana; y de IFN-y, IL-9, IL-10 e IL-21 en fase tardia), lo
que tambien apunta a unrol protector de las mismas [74]. En contraste, Gupta y
colaboradores en 2025 sugieren un papel patologico, al observar que dicha deficiencia
mejoro el control de la infeccion y redujo la inflamacion pulmonar en fases crénicas, y
que la transferencia de estas células aumento la diseminacion bacteriana al bazo [85].
Estas diferencias pueden explicarse por variaciones en los modelos experimentales: dosis
de infeccidn, cepas de Mycobacterium tuberculosis, tiempos de analisis y, crucialmente,
el hecho de que la deficiencia en los ratones Kit"s"/"s" afecta también otras poblaciones
celulares [97]. No obstante, los tres estudios coinciden en que las células cebadas modulan
activamente la respuesta inmune, y que su papel neto protector o patoldgico depende del

contexto experimental y de la fase de la infeccion.
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2.5 El modelo murino KitW-s/W-sh (Wsh) para el estudio de la funcién
antimicrobiana de las células cebadas

Los ratones C57BL/6-Kitw"/w=" (Wsh) poseen una inversion cromosomica de
aproximadamente 3.1 megabases (Mb) en la region reguladora ubicada corriente arriba
del gen KIT (cromosoma 5). El punto de ruptura 3' se localiza a 67.5 kilobases (kb)
corriente arriba del inicio del sitio de transcripcion del gen KIT, interrumpiendo un locus
control region (LCR) esencial expresar este receptor en células cebadas [97,98]. Como
consecuencia, los animales homocigotos presentan una deficiencia profunda de células
cebadas en todos los tejidos examinados, incluyendo piel, cavidad peritoneal, tracto
gastrointestinal y pulmon. En la piel dorsal de animales de 10-12 semanas, el nimero de
estas células se reduce a menos del 2% de los niveles observados en ratones silvestres,

una deficiencia que se mantiene estable durante toda la vida adulta [99].

2.6 Limitaciones y ventajas del modelo Wsh
Sin embargo, la inversion de 3.1 Mb no afecta exclusivamente a KIT. El punto de ruptura

5'se localiza dentro del gen corin, entre las bases C y G, entre los exones 5 y 6, que
codifica para una proteasa cardiaca responsable de la activacion del péptido natriurético

auricular [97]. Como consecuencia, los ratones Wsh presentan:
e Hipertrofia cardiaca (aumento del peso cardiaco relativo)
e Esplenomegalia con expansion de poblaciones mieloides CD11b*/Gr-1*

e Neutrofilia y trombocitosis circulantes

Estas anormalidades hematopoyéticas deben ser consideradas al interpretar experimentos,

especialmente aquellos que involucran respuestas inflamatorias sistémicas [97].

A diferencia del modelo clasico KitV/”7 (Wv), que presenta una mutacion en la region
codificante de KIT que afecta la funcion intrinseca del receptor, los ratones Wsh ofrecen

ventajas significativas (Tabla 5):
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Tabla 5 Comparacion de modelos murinos deficientes de células cebadas.

Caracteristica Kit"/"V (Wv) Kitwtwh (\Wsh)

Mutacion Mutacion puntual en | Inversion en region
dominio tirosina quinasa | reguladora upstream de KIT

Anemia Si (macrocitica) No
Fertilidad Estériles Fértiles
Linfocitos T yd Disminuidos con la edad | Normales
intraepiteliales
Dermatitis espontanea Alta incidencia Ausente

Fondo genético

Mixto (WBB6F1)

C57BL/6 (isogénico)

Ademas, los ratones Wsh no presentan Ulceras gastricas ni papilomas escamosos de

estomago que afectan a los ratones Kit”/"7, lo que los hace mas adecuados para estudios

de larga duracion, como los requeridos en modelos de infeccion crénica [99].

Adicionalmente, mientras que los Kit#/”-7se mantienen tipicamente en un fondo genético

mixto (WBB6F1), los Kit""/"s" se encuentran en un fondo C57BL/6 isogénico, lo que

reduce la variabilidad experimental y facilita la comparacion con otros modelos

transgénicos ampliamente utilizados en inmunologia. Estas caracteristicas, junto con la

ausencia de las patologias espontaneas del modelo Wv, posicionan a los ratones Wsh como

una herramienta mas especifica y robusta para el estudio de los mastocitos en la respuesta

inmune frente a patdgenos intracelulares [99-101].
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3. JUSTIFICACION
Las células cebadas modulan significativamente la homeostasis de drganos y tejidos que
sirven de interfase con el medio ambiente como la piel y las mucosas, por lo que sus
funciones efectoras son clave para iniciar la respuesta del huésped contra patégenos. Se
conoce que las células cebadas participan en la respuesta inmune innata y adquirida en
infecciones por bacterias intracelulares como Mycobacterium tuberculosis. Sin embargo,
el papel de las células cebadas en la inmunopatogenia del modelo experimental por

Nocardia brasiliensis es desconocido.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION E HIPOTESIS

4.1 Pregunta de Investigacion
¢La ausencia de células cebadas afecta el desarrollo de la fase crénica del actinomcietoma

por Nocardia brasiliensis en ratones C57BL/6?
4.2 Hipdtesis

Las células cebadas participan en la fase crénica del actinomicetoma por Nocardia

brasiliensis en un modelo experimental de ratones C57BL/6.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Evaluar la participacién de las células cebadas en el establecimiento y evolucion del

actinomicetoma por Nocardia brasiliensis en un modelo experimental.

5.2 Objetivos especificos:
1. Estudiar la evolucion clinica de la lesion en ausencia de células cebadas en el

actinomicetoma crénico por Nocardia brasiliensis en un modelo experimental.

2. Evaluar los cambios histopatoldgicos en la ausencia de células cebadas en el

actinomicetoma crénico por Nocardia brasiliensis en un modelo experimental.

3. Analizar la inmunidad celular innata y la adaptativa en el actinomicetoma

cronico por Nocardia brasiliensis en un modelo experimental.

4. Evaluar la respuesta de las células cebadas en infeccion in vitro por Nocardia

brasiliensis.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Disefio experimental
Se utilizaron 36 ratones: 18 ratones C57BL6 WT y 18 ratones C57BL6 (Kit"-sh/W-sh)

hembras de 12 semanas, se dividieron en 2 tratamientos (infectados e infectados). A su
vez se distribuyeron en dos dias de sacrificio con una n=6 por dia (30 dpi. y 72 dpi.
respectivamente) por tratamiento [23]. En la tabla 6 se muestran los grupos, dias de

sacrificio y el nimero de animales.

Tabla 6 Distribucion de ratones por grupos de trabajo.

Dia de sacrificio Grupo 1: (WT) Grupo 2: C57BL6(KitW-sh/W-sh)
Dia 0 Infeccion(-) |6 6
Dia 30 Infeccion (+) | 6 6
Dia 72 Infeccion (+) | 6 6
Total: 36 Ratones

En este trabajo se utilizaron ratones C57BL6 (WT) y C57BL6-(Kit"s"/"=s" hembras de
12 semanas de edad, con un peso promedio de 20-25 g. Los animales se mantuvieron en
cajas acrilicas con un encamado de aserrin esterilizado en autoclave bajo calor himedo a
121°C/15 Ibs. La temperatura ambiente se mantuvo entre 20-25°C, con una alimentacion
basada en nutricubos (Purina México S.A. de C.V.) asi como agua destilada estéril ad
libitum. Los ratones fueron mantenidos en el area de reproduccion y experimentacion en
bioterio libre de patdgenos perteneciente al Servicio de Inmunologia de la Facultad de
Medicina, UANL.

6.2 Modelo de infeccién de Nocardia brasiliensis.
Evolucidn clinica del desarrollo del micetoma

La cepa utilizada en este proyecto fue Nocardia brasiliensis HUJEG-1, con nUmero de
ATCC 700358. La bacteria se obtuvo del Departamento de Dermatologia del Hospital
Universitario “José Eleuterio Gonzalez”, procedente de un paciente diagnosticado con

actinomicetoma.
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La evaluacion clinica realizada de forma macroscopica; tuvo como objetivo identificar
lesiones caracteristicas del actinomicetoma (Ulceras, abscesos, dilatacion de vasos
sanguineos, fistulas). En lo que respecta al volumen de lesion, la medicion se realizo con
Vernier para calcular la inflamacidn en cm?; esto a través del uso de la ecuacion elipsoidea

(ancho x alto x largo de la pata) multiplicando el producto por el factor 0.5235999 [102].

Llegado el dia de sacrificio calendarizado en el protocolo, se procedié a realizar la
eutanasia de los animales a través de la administracion de Ketamina/Xilacina con 100 uL
de una proporcion 10:1 (mg:mg) a partir de la dosis establecida de sedacion 60/6 [103].
La muerte del animal fue confirmada al evaluar la perdida de signos de anestesia en los
que se incluyen el reflejo de pedal en miembros anteriores, reflejo de pellizco en la cola 'y

posteriores, asi como reflejo de la cornea [104].

6.3 Microbiologia: Preparacion del inoculo de Nocardia brasiliensis
La bacteria Nocardia brasiliensis aislada de un actinomicetoma de un ratén con 45 dias

de infeccion, fue cultivada en caldo infusion cerebro corazon (BHI) a 37°C por 3 dias con
agitacion moderada. Después fue recuperada y lavada con solucién salina estéril y se
centrifugo a 3500 rpm/5 min en dos ciclos.

La biomasa fue resuspendida en 10 mL de solucidn salina y fue transferida a un
homogenizador tipo Potter-Elvehjem estéril con el objetivo de triturar la biomasa
bacteriana hasta obtener una suspension homogeénea la cual se ajusté a una concentracion
de 20 mg/50 uL biomasa. Una vez obtenido el indculo, se inyectaron 0.05 mL en el

miembro posterior izquierdo del raton.

6.4 Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
Una vez cumplido el dia de sacrificio calendarizado previamente se procedio a sacrificar

a los ratones a través del método de eutanasia previamente descrito. Se utilizé una porcién
del micetoma del miembro posterior izquierdo para la cuantificacion de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) y se proceso de la siguiente forma. Se tomo una porcién
equivalente a 100 pg del tejido de micetoma, la cual se coloco en un vial con 900 pL de
solucion salina fisiolégica. Con ayuda de una varilla de vidrio estéril se procedié a macerar

el tejido hasta obtener una suspensibn homogénea. Una vez que el tejido fue
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homogeneizado, se procedio a realizar diluciones seriadas de la suspension hasta 10°.
Después de realizar las diluciones, se realizd su siembra por triplicado en agar BHI
mediante la técnica de microdiluciéon sembrando 10 pL por repeticion. El agar fue
previamente acondicionado con Kanamicina 3000 pg/uL. y Ampicilina 5000 pg/mL para
el crecimiento selectivo de Nocardia brasiliensis. La placa previamente cuadriculada y
los cuadros deben medir un cm? de area. Las placas se cultivaron a 37°C por 72 horas.
Para estimar el numero de UFC/g de tejido en las muestras sembradas, se multiplica el

promedio de las 3 repeticiones por 100 asi como por el factor de dilucién correspondiente.

6.5 Obtencion de material biol6gico
Una vez que los animales fueron administrados con la dosis de eutanasia, se procedi6 a

obtener las muestras de suero requeridas antes de que el animal muera. La técnica que se
utilizo fue mediante puncidn cardiaca. Se utilizé una jeringa de 1 mL con una aguja calibre
27 G. Se insertd la aguja justo debajo y levemente hacia la izquierda del cartilago xifoides
en la base del esterndn. En un angulo de 15-20°. Para buscar retorno, la aguja se movio
levemente buscando puncionar el ventriculo izquierdo. La aguja se fija en ese punto con
los dedos de forma que no sea retirada del ventriculo inadvertidamente, tanto durante la
extraccion, como cuando se cambie de jeringa. Una vez que se colecto la muestra, esta se
vacio en tubos de microcentrifuga 1 mL sin anticoagulante. Las muestras se centrifugaron
a 3500 rpm por 10 min y se separ0 el suero en tubos nuevos de 1 mL. Las muestras de
suero se conservaron a -80°C hasta su uso para los ensayos de cuantificacion de

anticuerpos IgG mediante ELISA.

En el caso del micetoma ubicado en miembro posterior izquierdo del raton, este fue
desinfectado mediante el uso de iodopovidona a través de su aplicacion con movimientos
circulares por 10 minutos. Una vez concluido el tiempo se procedié a obtener las muestras
del micetoma mediante la separacion del miembro posterior izquierdo a través de una
incisién en el ligamento que separa la tibia y el fémur. Una vez separada la extremidad
del raton se procedié a obtener muestras del tejido de micetoma (con pinzas Y tijeras

estériles) de acuerdo con el siguiente esquema figura 3.
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Figura. 3 Esquema para obtencion de material biolégico.

6.6 Cortes histolégicos
Una vez obtenido el micetoma, este se colocd en formaldehido al 3.7% en PBS 1X

méaximo 48 h. Una vez que el tejido fue fijado se procedio a deshidratarlo de la siguiente
forma: un cambio de etanol 70% (2 veces, 1 h), etanol al 80% (1 h), etanol al 95% (1 h),
tres cambios de etanol (100%) de (90 min cada uno), tres cambios de xilol (90 min cada
uno), dos cambios de parafina de (2 h cada uno) a 50-60°C. El tejido se incorporé en
moldes con el fin de obtener un bloque de parafina. Una vez obtenido el bloque de tejido,
la preparacion fue colocada a -20 °C durante 20 minutos para separarlo de su molde. Los
blogues de tejido fueron usados para realizar cortes de 2 a 4 um, estos a su vez se montan
sobre laminillas y fueron desparafinadas en la estufa a 60°C, por espacio de 30 min.
Después se retiraron de la estufa y se atemperaron a temperatura ambiente. Posteriormente
fueron colocados en xileno por 10 min con tres cambios, etanol 100% con dos cambios de
3 min cada uno, etanol al 95% con un cambio de durante 1 min, etanol al 80% con un
cambio de durante 1 min, etanol al 70% con un cambio de durante 1 min. Hidratados con

agua destilada mediante enjuague final.

6.7 Histoquimica: Tincion de Hematoxilina y Eosina
Los cortes obtenidos fueron de 3 a 4 um de grosor a partir de los bloques de parafina que

contienen los tejidos los cuales fueron desparafinados e hidratados. Posteriormente las
laminillas se colocaron en hematoxilina de Gill durante 5 min. Después se enjuagaron en
alcohol-acido al 1% y posteriormente colocados en agua amoniacal al 2% por 1 min. Una

vez transcurrido el minuto, las laminillas se colocaron en eosina por 4 min. Terminado el
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proceso de tincidn se procedié a deshidratar el tejido, para ello las laminillas se fueron
sumergidad en etanol al 80% con dos cambios por 1 min cada uno, etanol al 95% durante
1 min. y etanol absoluto de 1 min con dos cambios de. Posteriormente as laminillas fueron
colcoadas en xilol por 6 min. Al finalizar se colocé una gota de medio de montaje sobre

el tejido sellando con un portaobjetos.

6.8 Tincidn de Azul de toluidina
Se obtuvieron cortes de 3 a 4 um de grosor a partir de los bloques de parafina que

contienen los tejidos, estos se desparafinizaron para posteriormente realizar una
contratincion con Azul de Toluidina. Después de desparafinar el tejido las laminillas se
sumergieron en Etanol 100%, Etanol 95%, 80% y 70% para posteriormente hidratarse
completamente en agua destilada (10 repeticiones por paso) y después se colocaron en
Azul de Toluidina al 0.01% durante 1 minuto. Después fueron realizados 3 lavados con
agua destilada por 5 segundos cada uno. Una vez transcurridos los lavados se sumergio
en Etanol al 70%, realizando 10 repeticiones de este paso. A continuacion, se sumergio
en Etanol al 80%, realizando 10 repeticiones de este paso. Después en Etanol 95% y
finalmente en Etanol 100%, realizando las mismas repeticiones. Terminado la
deshidratacion del tejido se sumergio en Xilol durante 3 minutos, realizando 2 repeticiones
de este paso. Por ultimo, se coloco el medio de montaje sobre el tejido y se cubrié con un

cubreobjetos teniendo cuidado de presionarlo gentilmente para remover las burbujas.
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6.9 Andlisis histopatoldgico
Una vez que realizadas las tinciones histoldgicas de Hematoxilina y Eosina, se procedi6 a

observar el tejido bajo el microscopio con el fin de ejecutar el analisis a diferentes
objetivos y realizar las micrografias de las estructuras presentes en los cortes, asi como
detallar los hallazgos representativos de cada grupo. Se realizaron exploraciones de
portaobjetos completos con un escaner de portaobjetos DP200 (n.° de cat. 08303916001;
Roche Tissue Diagnostics; Roche Diagnostics, Ltd.), seguidas de un analisis
morfométrico a través del programa QuPath v0.5.1 [105]. La identificacion de los granos
de Nocardia en el micetoma se baso en sus caracteristicas morfologicas. Se evalu6 1) el
nimero de granos bacterianos y 2) el area ocupada por los granos en micrémetros

cuadrados.

6.10 Analisis Azul de toluidina
Una vez realizada la tincion con Azul de toluidina cuyo objetivo es tefiir los granulos

preformados presentes en las células cebadas se procedio a realizar su analisis. El analisis
se realizo a través del programa QuPath v0.5.1 [105] con un aumento de 40x para
identificar la distribucion inicial de las células cebadas en la lesion y tejido circundante.
La estrategia consistio en dividir la lesion del actinomicetoma en 2 partes: La primera se
denomind zona periférica la cual abarcé desde la epidermis hasta la dermis y la segunda
zona de lesion, en donde se observaron los cambios histopatoldgicos mas evidentes. Una
vez delimitadas las zonas a evaluar se procedio a realizar la cuenta de células cebadas en
las muestras correspondientes a los dias de sacrificio. Para determinar el nimero de células
cebadas por milimetro cuadrado se dividié el namero de células cebadas cuantificadas
entre el area total evaluada con el fin de evaluar cambios en su poblacion a través del

tiempo.

6.11 Obtencidn de células (Citometria de flujo)
La porcién de tejido que se utilizé para la obtencion de células fue colocada en medio

RPMI suplementado con piruvato sédico 1 mM, glutamina, HEPES 10 mM, 1%
aminodacidos no esenciales, 100 U de penicilina / ml, 100 g de estreptomicina/ ml y 10%
de Suero Fetal Bovino, al cual previamente se le agregé colagenasa en una dilucion 1:10

para después incubarse durante 30 minutos a 37°C. Para facilitar la actividad de la
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colagenasa se realizaron cortes al miembro posterior con tijeras estériles y el tejido
digerido fue macerado tamizando suavemente con un émbolo a través de un colador
celular estéril con un poro de 40 pm (Corning 431750) durante el tiempo de incubacion.
Una vez obtenidas las células se centrifugaron a 3,000 x 3 min. a 4°C. Los gl6bulos rojos
de la muestra fueron eliminados mediante una solucion de lisis al 1X (NH4CI), agitando
el tubo por 10 minutos a temperatura ambiente, repitiendo el paso previo de
centrifugacion. Posteriormente sobrenadante se descartd y el boton celular se lavo 2 veces
con 10 mL de RPMI 1640. La suspension celular se volvié a centrifugar a 3,000 x 3 min.
a 4°C, se descart6 el sobrenadante y el boton celular se resuspendi6 en 1 mL de RPMI
1640 para posteriormente evaluar la concentracion de células y ajustar la suspensién a

1x10° células por mL mediante el uso de una camara de Neubauer.

6.12 Analisis por citometria de flujo
La suspension celular fue centrifugada a 1,800 rpm por 10 min. a 4°C, decantando el

sobrenadante para después resuspender en 1 mL de buffer de bloqueo por 30 minutos en
hielo. Después se lavo con 1 mL de PBS a pH:7.4. Al terminar el lavado se procedera a
centrifugar a 1800 rpm por 10 min a 4°C. Se decantd el sobrenadante y se realizo el
marcaje de las células agregando 1 [L de cada uno de los anticuerpos correspondientes:
Anti-CD3 (APC-Cy7) Cat: 560590, Anti-LY6G/6C (PE) Cat: 553128 durante 30 minutos
a4 °C y protegida de la luz. EI marcaje fue solamente para los tubos que fueron marcados
como duplicados, con un tubo control sin afiadir anticuerpos. Se incubo en oscuridad por
20 minutos para despues agregar 1 mL de buffer de fosfatos pH: 7.2 y centrifugar a 1500
rpm por 5 minutos con el fin de eliminar el exceso de anticuerpos. Se decanto el
sobrenadante y se agregaron 250 mL de PBS fresco con formaldehido. Los tubos fueron
agitados en vortex por 10 segundos para después realizar la adquisicion de la muestra con

100.000 eventos con un citémetro de flujo Fortessa (BD LSR Fortessa).

33



6.13 Tamaiio, peso y celularidad de Bazo
La evaluacién sistémica consistio en la extraccion del bazo del ratén después de la

eutanasia. Una vez extraido mediante el uso de tijeras y pinzas estériles se procedio a
tomar las medidas de tamafio en cm con un calibrador vernier digital marca: Steren /
modelo: HER-411 y peso con balanza analitica digital marca: A&D / modelo: BM-20.
Posterior a esto el bazo fue disgregado con ayuda de pinzas de diseccidn hasta obtener
una suspension celular la cual fue tamizada con un tamizador celular marca Falcon de 70
um. ref. 352350. Una vez obtenida la suspension se cuantifico el nimero de esplenocitos

a través del conteo manual con camara de Neubauer.

6.14 Cuantificacion de anticuerpos IgG anti Nocardia brasiliensis por ELISA
Se utilizaron placas de fondo plano (Costar) con 96 pozos en donde previamente se

colocaron 0.5 g del antigeno P24 [106] por micropozo, disuelto en buffer de acetatos pH
5 e incubado a 4°C toda la noche. Posteriormente se realizaron 5 lavados con solucion de
PBS pH 7.2 y detergente Tween 20, 1:1,000. Posteriormente los pozos fueron bloqueados
con una solucion de leche descremada al 5% en PBS y se lavaron con la solucion
mencionada anteriormente. Los sueros de los ratones provenientes de los tres diferentes
tratamientos fueron diluidos 1:500 y se incubaron a 37°C por una hora. Después se
agregaron 200 ul de un conjugado comercial de peroxidasa con anti-inmunoglobulina G
de ratén incubandose por una hora a 37°C. Se lavo de nuevo la placa y se agregoé una
mezcla de sustrato cromdgeno compuesta de peroxido de hidrégeno y O-fenilendiamina
(Sigma). Se realizo el paro de la reaccion con acido sulfurico 1 N y la absorbancia se

registr6 mediante un espectrofotémetro stat-fax 3200 a 492 nandémetros.

6.15 Cultivo de células cebadas y ensayos de viabilidad
Las células cebadas derivadas de médula 6sea (BMMC) se diferenciaron siguiendo el

protocolo descrito previamente [95]. En resumen, se aislaron progenitores de médula dsea
del féemur y la tibia de ratones C57BL/6 hembra de 6 a 8 semanas de edad. Las células se
cultivaron en medio RPMI-1640 completo suplementado con 10 % de FBS, 5 mM de B-
mercaptoetanol (Life Technologies, EE. UU.), 2 % de antibiotico (Sigma, EE. UU.), IL-3
recombinante murina (10 ng/mL) y factor de células madre recombinante murino (10

ng/mL; ambos factores de Peprotech, EE. UU.). Para promover el crecimiento selectivo
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de células cebadas, las células no adherentes se transfirieron a medio fresco dos veces por
semana durante 6 a 9 semanas. La pureza de las BMMC se confirmd mediante citometria
de flujo, con >90 % de las células mostrando un fenotipo doblemente positivo para CD117
(c-Kit, clon 2B8, BioLegend) y FceRI (clon MAR-1, BioLegend). Para los ensayos de
viabilidad, se infectaron 2,5 x 10> BMMC/0,25 mL de medio completo con N. brasiliensis
a MOI de 1:1, 10:1, 25:1 y 50:1 durante 24 h. Posteriormente, las células se lavaron y
tifieron con el colorante de viabilidad Zombie Green™ (BioLegend) siguiendo las
instrucciones del fabricante y se fijaron con paraformaldehido al 2 %. Tras la tincion, se
midié la viabilidad celular mediante citometria de flujo utilizando un citometro FACS
Aria Fusion (BD Biosciences, EE. UU.). Los datos se analizaron con el software FlowJo
version 6.0 (FlowJo, LLC). Se incluyé un control sin tefiir para compensar la

autofluorescencia.

6.16 Ensayo de degranulacion
Las células cebadas derivados de médula 6sea (BMMC, por sus siglas en inglés) se

sembraron a una densidad de 2 x 10° células en 0.25 mL de amortiguador HEPES-Tyrode
(HBT; composicion: 130 mM NacCl, 5.5 mM glucosa, 2.7 mM KCIl, 1.0 mM CaClz-2H-0,
0.1% (p/v) alblimina sérica bovina (BSA), 12 mM HEPES, 0.45 mM NaH.PO.- 1H-0, pH
7.2). Las celulas se distribuyeron en los siguientes grupos experimentales: no estimuladas
(control negativo), estimuladas con 10 pg/mL del compuesto 48/80 (control positivo), o
estimuladas con Nocardia brasiliensis en multiplicidades de infeccién (MOI) de 0.5, 1 y
3. La incubacion se realizd durante 90 minutos a 37 °C. Tras la estimulacion, los
sobrenadantes se recolectaron mediante centrifugacion. EIl sedimento celular fue lisado
posteriormente con 200 pL de Triton X-100 al 0.2% en HBT. Para la cuantificacion de la
actividad de B-hexosaminidasa, tanto los sobrenadantes (enzima liberada) como los
lisados celulares (enzima retenida) se incubaron con 1 mM de 4-metilumbeliferil N-acetil-
B-D-glucosaminida (Sigma-Aldrich) en amortiguador de citrato sédico 200 mM (pH 4.5)
durante 2 horas a 37 °C. La reaccion enzimatica se detuvo afadiendo 100 pL de Tris base
200 mM (pH 10.7). La fluorescencia se midi6 utilizando un espectrofluorimetro

(SpectraMax M, EE. UU.) con una longitud de onda de excitacién de 356 nm y emision

35



de 450 nm. El porcentaje de liberacion de B-hexosaminidasa se calculd mediante la

siguiente férmula:

% Liberacidn = [Sobrenadante / (Sobrenadante + Sedimento celular)] x 100

6.17 Cuantificacion de citocinas inflamatorias mediante ELISA
Se analizaron las citocinas inflamatorias en los sobrenadantes de cultivo 24 h después de

la infeccién con N. brasiliensis. Para el ensayo, se utilizaron 2,5 x 10° BMMC cultivadas
en medio RPMI 1640 con N. brasiliensis a MOI de 0,5, 1,0y 3,0. Las citocinas IL-6, TNF-
a e IL-1P se analizaron utilizando un kit ELISA comercial siguiendo las instrucciones del
fabricante (BioLegend, San Diego, CA, EE. UU.). La absorbancia se midié con un
fotometro de microplacas Multiskan FC 357 (Thermo Fisher Scientific) y el software
Skanlt v6.1.1.7.

6.18 Analisis estadistico
Se evalud la normalidad de los datos a través de la prueba de Kolmogorov-Smirnov, las
comparaciones entre ambos grupos se analizaron mediante la prueba t para datos no
pareados. Las comparaciones entre maltiples grupos fueron analizadas a travées de la
prueba de Kruskal-Wallis y el analisis de varianza para datos no paramétricos y
paramétricos, respectivamente. La significacion estadistica se establecié con un valor p <
0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 Las células cebadas son esenciales para la contencion de Nocardia brasiliensis en
actinomicetoma experimental.

En primer lugar, evaluamos la funcion de las células cebadas en la evolucion clinica del
micetoma experimental en ratones, un aspecto que no se habia descrito previamente. Para
ello, replicamos el modelo de actinomicetoma mediante inoculacion subcutanea de
bacterias [23] en ratones C57BL/6 Kit"-s"/"-s" (Wsh), que tienen un déficit de células
cebadas, y en ratones control (WT) de la misma camada. La tincion con azul de toluidina
(TB) confirmé la reduccion de células cebadas tisulares en los ratones Kit"-<n/W-h (Fig.4,

panel B).

En los ratones control, las células cebadas se localizaban en la dermis y el tejido
subcutaneo, rodeando el nicleo granulomatoso de las lesiones (Fig. 5). La progresion
clinica del micetoma experimental no mostro diferencias en la infeccion temprana hasta
el dia 68 post-infeccion (DPI), momento en el que los ratones Kit"s"/"=h presentaron
lesiones mas pequefias, lo que sugiere indirectamente una menor inflamacion tisular (Fig.
6, panel A). Se aislo y cultivé con éxito Nocardia brasiliensis viable a partir de las
lesiones en ambos modelos. La tincién de Kinyoun confirmo el fenotipo bacteriano y la
presencia de bacilos viables tanto en la fase temprana como en la tardia de la infeccion.
Complementariamente al tamafio, las lesiones mostraron una mayor carga bacteriana en
los ratones Kit"s"/W=" durante la fase tardia de la infeccion, en comparacion con los
ratones control (Fig. 6, panel B). En conjunto, nuestros resultados indican que las células
cebadas desempefian un papel importante en el control de la infeccion por Nocardia
brasiliensis, no durante la fase aguda, sino en la etapa cronica tardia de formacion del

micetoma.
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Figura. 4 Funcionalidad del modelo Kit"-sMW-=h | os ratones Wsh (panel derecho)
presentaron menos células cebadas que los ratones control WT (panel izquierdo). Las
flechas indican la presencia de células cebadas positivas para azul de toluidina (TB).
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Figura. 5 Distribucion de células cebadas en actinomicetoma al dia 72 posterior a
infeccion. Las células cebadas se localizan en la dermis en ratones WT distribuidos de
forma periférica al siti6 de lesion en actinomicetoma experimental al dia 72 posterior a
infeccidn (el recuadro muestra células positivas para azul de toluidina con un circulo rojo).
Los datos se presentan como media + error estandar de la media. Prueba t no pareada. *p
< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. N = 6 ratones.
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Figura. 6 Evolucion clinica de la infeccion por Nocardia brasiliensis. (A). Imagenes
representativas de la infeccién a lo largo del tiempo. (A). Imagenes representativas de la
infeccién a lo largo del tiempo. (B) Los ratones Wsh mostraron una disminucién del
volumen del micetoma tras 72 dias de infeccion por Nocardia brasiliensis. El analisis
estadistico se realizd6 mediante ANOVA de dos vias con medidas repetidas y un modelo
de efectos mixtos (REML), seguido de la prueba post-hoc de Sidak. *p < 0,05, **p < 0,01,
*p < 0,001; ns, no significativo. n = 6 ratones por grupo. Cada experimento se realizd con

al menos dos réplicas biolégicas independientes.
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Figura. 7 Falla en el control de la carga bacteriana. (A) Las lesiones del micetoma en
ratones Wsh presentaron una mayor carga bacteriana durante la infeccion temprana y
tardia, en comparacion con los ratones control. (B) La tincion de Kinyoun confirma la
presencia del agente etiolégico Nocardia brasiliensis en los mismos dias posteriores a la
infeccion (DPI) en ambos modelos de actinomicetoma. Los datos se presentan como
media £ error estdndar de la media. Prueba t no pareada. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <

0,001. N = 3-6 ratones. UFC = Unidades Formadoras de Colonias.

7.2 Los granos bacterianos dentro del actinomicetoma presentaron diferencias
estructurales en ratones Kit"=s/W-sh en comparacion con los ratones control.

Ademas de los cambios en el volumen y la carga bacteriana, examinamos la distribucion
y las caracteristicas morfoldgicas de los granos en ratones Kit"Vs"/%-shy control (Fig. 8,
panel A). El nimero de granos bacterianos aumento en los ratones Kit"V=n/"-=" en el DPI
30, estabilizandose posteriormente (Fig. 8, panel B). Por el contrario, el area promedio de
los granos fue menor en los ratones Kit"s"/"-s" que en los controles (Fig. 8, panel C). En
general, la tendencia a un mayor nimero de granos bacterianos de menor tamafo sugiere
una maduracion anormal de las microcolonias bacterianas y cierta dificultad para

establecer una infeccién robusta.
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Figura. 8 Morfometria de los granulos de Nocardia brasiliensis. EI micetoma en
ratones Wsh mostr6 cambios morfoldgicos en la estructura del grano bacteriano en
comparacion con los ratones control. (A) Lesiones completas del micetoma que muestran
la distribucion de granos individuales (puntos amarillos) en ratones control (panel
izquierdo) y Wsh (panel derecho). Los insertos muestran la estructura tipica del
granuloma: un grano central rodeado de infiltrados de células polimorfonucleares
(mascara amarilla) y un anillo fibrético (tejido de color rojo). Micetoma a los 72 dias
después de la infeccion. Tincion con hematoxilina y eosina. (B) Las lesiones del micetoma
en ratones Wsh tuvieron un mayor niamero de (C) granos bacterianos mas pequefios en
comparacion con los de los ratones control. Los datos se presentan como media + error

estandar de la media. Prueba t no pareada. **p < 0,01, ***p < 0,001. N = 3-6 ratones.

El analisis histopatoldgico comparativo entre ratones Kit"s"/W-=" se realizé clasificando
los hallazgos de acuerdo con los criterios establecidos por Shackelford y colaboradores en
2002 [107] para lesiones no neoplasicas en modelos murinos. La severidad de los
hallazgos se determind mediante un analisis semicuantitativo empleando una escala de

cruces: (+) leve, (++) moderado y (+++) grave, lo que permitié una evaluacién sistematica
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y reproducible de los cambios tisulares. A los 30 dias post-infeccién (DPI), los ratones
KitWsn/W-s" (cruces en azul) mostraron una mayor severidad en diversos hallazgos en
comparacion con los ratones WT (cruces en rojo). En cuanto a los cambios
histopatoldgicos, los ratones deficientes en células cebadas presentaron mayor edema,
necrosis, congestion vascular, panniculitis e inflamacion perineural mas acentuadas, asi
como una mayor formacion de microabscesos y granulos bacterianos. Con respecto a los
hallazgos celulares, se observo un infiltrado inflamatorio mas pronunciado, asi como una
mayor presencia de células espumosas y células gigantes multinucleadas en los ratones
Kit"-s"/W-sh en comparacion con los WT. Estas diferencias indican que, en ausencia de
células cebadas, la respuesta inflamatoria en la fase temprana es mas exacerbada y menos
organizada, con una mayor formacién de microabscesos y persistencia bacteriana. Sin
embargo, a los 72 DPI, los hallazgos histopatoldgicos y celulares entre ambos grupos se
nivelaron, observandose una severidad comparable en la mayoria de los parametros
evaluados, lo que sugiere que, aunque las células cebadas son cruciales para la
organizacion temprana del granuloma, otros mecanismos compensatorios podrian estar

operando en etapas mas avanzadas de la infeccion.
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Tabla 7 Anélisis histopatoldgico y celular comparativo en lesiones de actinomicetoma
por Nocardia brasiliensis en ratones WT y KitVsMW-h. | as tablas resumen la severidad
de los hallazgos en cortes de tejido infectado tefiidos con hematoxilina y eosina, evaluados
alos 30y 72 DPI. La severidad se representa mediante una escala de cruces: (+) leve, (++)
moderado y (+++) grave. Las cruces en rojo corresponden a WT y en azul a KitVsh/W-sh,

n = 6 ratones por grupo.

Cambios histopatolégicos WT30 | Wsh30 | WT72 Wsh 72 CSIWT
PMN +++ +++ +++ +++ -
LINFOCITOS ++ + + + +
PLASMATICAS ++ ++ + + -
EOSINOFILOS + + + + -
CEBADAS + ++ + + +
ESPUMOSAS ++ +++ ++ ++ -
FIBROBLASTOS ++ ++ ++ ++ -
EDEMA ++ +++ ++ ++ -
CONGESTION VASCULAR + ++ + + -
NECROSIS + ++ +++ +4++ -
PANICULITIS ++ +++ ++ +++ -
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Tabla 7. Andlisis histopatolégico y celular comparativo en

lesiones de

actinomicetoma por Nocardia brasiliensis en ratones WT y KitWs/W-sh [ as tablas

resumen la severidad de los hallazgos en cortes de tejido infectado tefiidos con

hematoxilina y eosina, evaluados a los 30 y 72 DPI. La severidad se representa mediante

una escala de cruces: (+) leve, (++) moderado y (+++) grave. Las cruces en rojo

corresponden a WT y en azul a Kit"s"/"-s" n = 6 ratones por grupo.

Cambios histopatoldgicos WT 30 Wsh 30 WT72 | Wsh72 | CSIWT
INFLAMACION PERINEURAL + ++ ++ ++ -
NEURITIS - - - - -
OSTEOMIELITIS AGUDA + + +++ +++ -
VASCULITIS - - - - -
TROMBOS SEPTICOS - - - - -
HIPERPLASIA LINFOIDE + - + - -
ULCERACION - - ; ; ;
MICROABSCESOS + ++ +++ +++ -
BACTERIA ++ +++ ++ +++ -
MIOSITIS ++ ++ ++ + ]
ATROFIA + + - + -
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7.3 El micetoma experimental en ratones Kit"W-sn/"-sh mostré una menor infiltracion
leucocitaria, acompafiada de un mayor tamafio esplénico en comparacion con los
ratones control.

A continuacion, cuantificamos la celularidad leucocitaria dentro de la lesion activa y otros
parametros para identificar cambios sistémicos asociados al micetoma clinico en ausencia
de células cebadas. Los leucocitos infiltrantes se evaluaron mediante citometria de flujo
tras la digestion enzimatica de las lesiones activas (Fig. 9, panel A). ElI micetoma en
ratones Kit"s/"s" mostré una disminucion transitoria en el porcentaje de neutréfilos
Ly6G/6C* durante la infeccidn temprana, aunque esto no alter6 el predominio absoluto de
neutrofilos entre los leucocitos infiltrantes (Fig. 9, panel B). Asimismo, el micetoma en
estos ratones presentd un porcentaje menor de linfocitos infiltrantes CD3 ~ que en los
controles (Fig. 9, panel C). Entre los cambios sistémicos, se observd un aumento del peso
y tamafio del bazo en los ratones Kit"-s"/"s" en comparacion con los controles (Fig. 9,
panel D). Al examinar la respuesta humoral adaptativa mediante los niveles de 1gG anti-
Nocardia circulantes, encontramos niveles similares en ambos grupos (Fig. 9, panel E).
En conjunto, la reduccién de linfocitos infiltrantes junto con la esplenomegalia asociada
podria indicar un estado inflamatorio disociado entre la lesion local y los signos de

inflamacion sistémica.
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Figura. 9 Infiltracion leucocitaria en actinomicetoma al dia 72 posterior a infeccion.
Los ratones Wsh mostraron una disminucion de la infiltracion leucocitaria y un aumento
del tamafio esplénico después de un micetoma experimental con Nocardia brasiliensis.
(A) Los diagramas de flujo representativos de la infiltracion leucocitaria en el micetoma
muestran un predominio de polimorfonucleares Ly6G/6C+. (B) EI micetoma en ratones
Wsh mostr6 una ventaja numérica inicial en células polimorfonucleares a los 30 DPI,
seguida de una incapacidad para mantener esta respuesta a los 72 DPI, mientras que los
ratones de control exhibieron una infiltracion sostenida a lo largo del tiempo. (C) El
micetoma en ratones Wsh mostré menos linfocitos en comparacion con los ratones control
en los mismos dias posteriores a la infeccion. Entre los cambios sistémicos, los ratones
Wsh mostraron (D) un aumento del peso (panel izquierdo) y del tamafio (panel derecho)
del bazo, pero (E) titulos similares en la respuesta de anticuerpos a Nocardia brasiliensis
en relacion con los ratones de control. Los datos se presentan como media + error estandar
de la media. Prueba t no pareada. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. N = 3-6 ratones.
Cambio en relacién con los compafieros de camada no infectados.

7.4 Activacién inflamatoria de células cebadas derivados de médula ésea (BMMC)
tras la infeccion in vitro con Nocardia brasiliensis

Tras observar que las células cebadas desempefian un papel relevante en el modelo

experimental, decidimos evaluar si son capaces por si solos de reconocer y activarse en
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respuesta a Nocardia brasiliensis. Para ello, se infectaron células cebadas derivadas de
médula 6sea (BMMC) con la bacteria in vitro. Como se muestra en la Fig. 10, panel A,
las bacterias establecieron un contacto estrecho con la membrana plasméatica de las células
cebadas, formando agregados. Basandonos en trabajos previos, utilizamos una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 3 [8]. Buscamos entonces determinar si este contacto
directo conducia a una activacion efectiva, evaluando el nivel de desgranulacion de los
BMMC tras la infeccion. Cuantificamos la liberacion de B-hexosaminidasa, un marcador
clasico de exocitosis de granulos de células cebadas en los sobrenadantes de cultivo. La
infeccion con Nocardia brasiliensisa un MOl de 3 indujo una desgranulacion
significativa en comparacion con las células no estimuladas (control basal). Esta
liberacion de B-hexosaminidasa fue dependiente de la dosis, siendo mayor con MOI 3 que
con MOI 1 (Fig. 10, panel B). Estos resultados demuestran que Nocardia brasiliensis no
solo contacta fisicamente con las células cebadas, sino que es un estimulo suficiente para

desencadenar su respuesta secretora.

Posteriormente, analizamos el efecto de la infeccion in vitro sobre la sintesis de citocinas
inflamatorias por los BMMC. Encontramos niveles elevados de TNF-a e IL-6 para MOIs
entre 0.5y 3. En contraste, la IL-1p solo fue detectable con un MOI de 3 (Fig. 10, paneles
C, D, E). En conjunto, estos resultados sugieren que las células cebadas pueden activarse
directamente por Nocardia brasiliensis, principalmente mediante la deteccion de patrones
moleculares asociados a bacterias, lo que induce la liberacion de diversos mediadores

inflamatorios.
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Figura. 10 Sintesis de mediadores proinflamatorios en células cebadas derivadas de
medula désea (BMMC) por infeccion in vitro con Nocardia brasiliensis. (A)
Micrografias representativas (x100) de cultivos de células cebadas infectadas (panel
derecho) y control (panel izquierdo). Las flechas indican bacterias extracelulares. (B)
Porcentaje de viabilidad de los BMMC tras la infeccion in vitro con Nocardia brasiliensis.
(C)Activacion de BMMC por Nocardia brasiliensis a través del ensayo de beta
hexosaminidasa. Aumento la sintesis de TNF-a (D), IL-6 (E) e IL-1p (F) en los BMMC
cultivados. Los datos se presentan como mediana * rango intercuartil (B) y media * error
estandar (C-E). Se utilizaron las pruebas de Kruskal-Wallis (B) y ANOVA (C-E). *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. N = 4 ratones, NI = Sin infeccidn.

8. DISCUSION
El papel de las células cebadas en infecciones bacterianas esta cada vez mas establecido.
Sin embargo, en la infeccion por Nocardia brasiliensis no se ha explorado, por lo que
resulta de considerable interés describir su participacion en este contexto. Para ello,
empleamos un modelo deficiente en células cebadas, el raton Kit"s"/"s" en el que

replicamos la infeccion por actinomicetoma. Como ocurre con cualquier modelo genético,
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la interpretacion de los resultados requiere una consideracion cuidadosa de sus
limitaciones inherentes. No obstante, a diferencia de otras cepas mutantes clasicas de Kit
(por ejemplo, KitVsh/W-sh " Jos ratones KitVs/Wsh no son anémicos ni estériles, y
mantienen una hematopoyesis mayoritariamente normal y competente [99]. Estos
atributos subrayan por qué el raton Kit"s"/"sh sigue siendo una herramienta valiosa y

ampliamente utilizada para el analisis funcional de las células cebadas in vivo.

En primera instancia, la distribucién de las células cebadas en ratones controles (WT) se
observd localizada estratégicamente en la periferia de los granulomas (Fig. 5). Su nimero
aumento significativamente desde la fase temprana (30 DPI) hasta la fase crénica (72
DPI), lo que indica una posible participacion activa en la inflamacion sostenida. Este
patron de localizacion periférica y expansion se ha observado en granulomas inducidos
por Mycobacterium tuberculosis [96] , y se encontrd una acumulacion de células cebadas
en la periferia de los granulomas durante la infeccion cronica sin infiltrar el ndcleo

necrotico [85].

Como una medida indirecta de inflamacion, evaluamos el volumen de la lesion en el
modelo Kit"s"/"=sh como se ha reportado por Salinas-Carmona y colaboradores en 1999
[23]. Observamos una disminucion de la inflamacidn en la etapa cronica de la infeccion,
acompafiada de un aumento de la carga bacteriana (Fig. 6). Estos resultados concuerdan
con modelos de infeccion de TB pulmonar que usaron ratones Kit"s"/"=sh donde se
demostro un aumento de la carga bacteriana en bazo y pulmén en etapas cronicas respecto
al grupo control, a pesar de tener una ruta de infeccion diferente y realizar los ensayos de

sacrificio y analisis en tiempos distintos [74].

La infeccion crénica por Nocardia brasiliensis induce la formacion de estructuras
granulomatosas que contribuyen a limitar el crecimiento bacteriano y la diseminacion de
la infeccion. En este trabajo se observaron diferencias en la estructura y el nUmero de
granos en ratones Kit"s"/"-s" en comparacion con los ratones control. Este defecto en la
organizacion del granuloma y en el control bacteriano en ratones deficientes en células
cebadas también se ha observado en modelos de TBP, donde los ratones Kit"V-sh/W-sh

exhibieron un area reducida de granulomas por Mycobacterium tuberculosis y un aumento
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de la carga bacteriana tanto en pulmén como en bazo a los 14, 28 y 60 dias post-infeccion
[74]. Sugerimos que la deficiencia de células cebadas altera la organizacion del
granuloma. Aunque se formaron focos infecciosos en ratones Kit"-s"/Wsh estos no
progresaron hacia una estructura organizada. En conjunto, estos datos respaldan la
hipotesis de que las células cebadas son esenciales para una respuesta granulomatosa
eficaz contra Nocardia brasiliensis. Esta funcion parece analoga a su papel en otras
enfermedades granulomatosas por Mycobacterium tuberculosis [83]. En ese modelo
micobacteriano, se demostrd que la transferencia adoptiva de células cebadas corrige la
susceptibilidad a la infeccion del huésped, mejora el control bacteriano y normaliza el
reclutamiento de células mieloides, demostrando directamente su importancia en la
formacién de la arquitectura del granuloma [83]. Esto posiciona a las células cebadas
como un puente critico entre la defensa inmunitaria aguda y la patologia tisular cronica,
con un papel clave paralelo en procesos de remodelacion tisular como la fibrosis y la
angiogénesis [108, 109, 110, 111].

La infeccion crénica por especies de Nocardia afecta la inmunidad sistémica, como
sugieren los trabajos de Welsh y colaboradores en 2007, quienes resaltaron el papel de los

macrofagos y linfocitos infiltrados en el control de la infeccion en ratones BALB/c [8].

En el modelo de ratones Kit"s"/Ws" se evalud el reclutamiento de células mieloides
(Ly6G/6C") en el tejido infectado y se encontroé un aumento significativo respecto al grupo
control a los 30 DPI; sin embargo, a los 72 DPI esta diferencia no se mantuvo (Fig. 9). El
aumento transitorio de las células Ly6G/6C* podria explicarse por las caracteristicas
propias del modelo Kit"Ws"/"W=" como la mielopoyesis extramedular aberrante y la
neutrofilia basal caracteristicas de esta cepa [101]. ambién observamos un déficit de
linfocitos T CD3*, que constituyeron menos del 5% de las células en la lesion. Este
hallazgo concuerda con lo publicado por Vazquez-Marmolejo y Ruiz de la Cruz en 2025,
quienes reportaron que en la infeccion crénica por Nocardia brasiliensis los leucocitos
predominantes a nivel local en tejido infectado son los neutr6filos, mientras que los
linfocitos T disminuyen considerablemente en el tejido infectado [31,32]. Sin embargo, la
disminucion significativa en el nimero de CD3+ observado en nuestros experimentos

probablemente se atribuya a la deficiencia de células cebadas en el raton Kit"-sh/W-sh,
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Los ratones Kit"s"/"-*" tuvieron un mayor nimero de esplenocitos a los 30 DPI, pero
fueron superados por los ratones WT a los 72 DPI (Fig. 9 panel D), lo que sugiere una
alteracion transitoria y refuerza la existencia de una ventaja numérica inicial explicada por
la mielopoyesis extramedular aberrante y la neutrofilia basal caracteristicas de esta cepa
[101], que no se mantiene en el tiempo en ausencia de células cebadas [112]. Esto subraya
la existencia de un "periodo critico" al inicio de la infeccion, durante el cual una alteracion
en el mantenimiento constante de este linaje celular compromete la posterior organizacion
estructural y funcional del granuloma [83,113]. Los resultados sugieren que las células

cebadas podrian dirigir el reclutamiento sostenido de células mieloides.

Respecto a los efectos sistémicos, medidos como peso y tamafio del bazo (Fig. 9D) [112],
asi como la produccion de anticuerpos IgG anti-Nocardia intacta sin diferencias
significativas entre ratones Kit"s"/"-s"y WT (Fig. 9 panel E), los resultados sugieren que
la respuesta adaptativa humoral permanece funcional, mientras que el impacto de la
deficiencia de células cebadas parece tener efecto en la inmunidad celular. El analisis del
reclutamiento de células mieloides (Ly6G/6C*) a los 30 DPI en ratones Kit"s"/"-" revelo
una anomalia en el reclutamiento mieloide al dia 30 posterior a la infeccion (Fig. 9). Este
hallazgo es crucial porque, en el granuloma por Nocardia brasiliensis, las células
mieloides, particularmente los neutréfilos (Ly6G*), son componentes estructurales que
constituyen los microabscesos centrales caracteristicos de su arquitectura supurativa [32].
Notablemente, los ratones Kit"Ws"/"sh exhibieron una ventaja numérica en células
mieloides en tiempos tempranos (30 DPI) en comparacion con los controles WT. Esta
ventaja inicial podria explicarse por la mielopoyesis extramedular aberrante y la
neutrofilia basal caracteristicas de esta cepa [101], quienes demostraron que los ratones
Kit"Vsh/Wsh tienen frecuencias aumentadas de células mieloides CD11b* y neutréfilos en
condiciones basales. Sin embargo, a pesar de esta ventaja numérica, se logré un granuloma
desorganizado y, en la fase tardia (72 DPI), los ratones WT superaron a los ratones Kit"-
shjW-sh en el nmero de células mieloides, lo que indica una alteracion en el mantenimiento

de la respuesta mieloide en las etapas cronicas de la infeccion.

Los ratones Kit"s/%sh tuvieron un mayor niimero de esplenocitos a los 30 DPI, pero

fueron superados por los ratones WT a los 72 DPI, lo que sugiere una alteracion esplénica
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donde se observo un patron similar al del infiltrado mieloide, probablemente explicado
por la mielopoyesis extramedular aberrante y la neutrofilia basal caracteristicas de esta
cepa [101] , que no se mantiene en el tiempo en ausencia de células cebadas [112]. Esto
subraya la existencia de un "periodo critico™ al inicio de la infeccion, durante el cual la
falta del mantenimiento constante compromete la posterior maduracion estructural y
funcional del granuloma [83,113]. Los resultados indican que las células cebadas podrian

dirigir este reclutamiento sostenido de células mieloides.

En cuanto al déficit de linfocitos CD3+ reclutados nuestros resultados muestran un
porcentaje de menos del 5% al dia 30 posterior a infeccion con una disminucién de hasta
el 0.1 % al dia 70 posterior a infeccion en el sitio de la lesion. Esto concuerda con lo
publicado por Ruiz de la Cruz, donde observaron que los linfocitos T CD3+ representaban
Unicamente un pequefio porcentaje del total de eventos registrados en el tejido infectado
(0.58% a los 70 DPI, 1.17% a los 100 DPI1 y 2.86% a los 365 DPI), y que, dentro de esta
poblacion, los linfocitos CD4+ eran los predominantes, constituyendo mas del 70% de las
células T en la lesion en todos los tiempos evaluados [32]. A pesar del nimero bajo de
linfocitos T CD3+, estudios previos de nuestro grupo han documentado la presencia de
células Thl en el microambiente del actinomicetoma [114] asi como una subpoblacion
Th17 [26]. Asi pues, en el contexto de nocardiosis, la ausencia de sefiales tempranas
derivadas de las células cebadas afecta a las células Ly6G* y a los linfocitos T CD3+, lo
que probablemente conduce a una desregulacion de la respuesta inmunitaria tipica en este
modelo [26].

Respecto a los efectos sistémicos, medidos como alteracion esplénica (Fig. 9D) [112],
aunado a una produccion de anticuerpos 1gG anti-Nocardia sin diferencias significativas
entre ratones Kit"s"/Wsh yv WT (Fig. 9 panel E), sugieren que la respuesta adaptativa
humoral permanece funcional, mientras que el impacto de la deficiencia de células

cebadas parece tener efecto en la inmunidad celular.

En este trabajo comprobamos que las células cebadas reconocen a Nocardia brasiliensis
en la infeccion in vitro; las cuales liberan B-hexosaminidasa (Fig. 10), un marcador clasico
de degranulacion de las células cebadas, y responden a la infeccibn mediante la

produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1p. Estos resultados
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concuerdan parcialmente con los hallazgos de Soria-Castro y colaboradores en 2021,
quienes describen que las células cebadas infectadas in vitro por Listeria monocytogenes
(bacteria intracelular) se activan a través de la produccion de B-hexosaminidasa y ROS.
También demuestran que L. monocytogenes induce la sintesis de novo de citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1p [73]. Si bien la produccién de citocinas es
indicativa de activacion, nuestros datos demuestran que Nocardia brasiliensis también
induce potencialmente la degranulacion, un mecanismo efector por excelencia de las
células cebadas. La induccion concomitante de citocinas tempranas (IL-6, TNF-a) y la
liberacion tardia de IL-1B, dependiente de una alta carga bacteriana, indica que Nocardia
brasiliensis provoca una respuesta bifasica en las células cebadas, que abarca tanto la fase

inmediata (degranulacion) como la fase retardada (sintesis de citocinas).

Los hallazgos de nuestro estudio, que demuestran una liberacion robusta de IL-6, TNF-a
e IL-1PB tras la activacion de las células cebadas, se alinean con los mecanismos
establecidos de reclutamiento de neutrofilos y activacion antimicrobiana en infecciones
murinas. La sefializacion a traves de IL-1R es esencial para el reclutamiento de neutréfilos
en infecciones cutaneas por Staphylococcus aureus [115]. El TNF-a no solo promueve la
adhesion endotelial a traves de ICAM-1, sino que también mejora las funciones efectoras
antimicrobianas de los neutréfilos, como la produccion de especies reactivas de oxigeno,
la liberacion de enzimas granulares y la formacidn de trampas extracelulares de neutrofilos
(NETS), que son cruciales para la eliminacion de patégenos [116,117]. Mientras tanto, la
IL-6 regula la magnitud del trafico de neutrofilos mediante la modulacién de quimiocinas
como CXCL1/KC a través de la via STAT3 [118]. Por lo tanto, la triada de citocinas
liberadas por las células cebadas activadas constituye una firma proinflamatoria que puede

dirigir el reclutamiento de neutréfilos y la activacidn antimicrobiana.

Nuestros datos establecen que las células cebadas reconocen a Nocardia brasiliensis y que
no son meramente sensores de la infeccion, sino que son importantes para que se produzca
la respuesta granulomatosa supurativa caracteristica del actinomicetoma. Esto posiciona
a las células cebadas como un eje fundamental que conecta la defensa inmunitaria innata,

la inmunidad adaptativa y la patologia tisular crénica en el actinomicetoma.
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9. CONCLUSION
Nocardia brasiliensis desencadena la activacion de células cebadas, las cuales ejercen
funciones efectoras clave en la estructuracion del granuloma y en la restriccion de la
diseminacion bacteriana, consolidando asi su papel como mediadores activos de la

inmunidad protectora en el actinomicetoma experimental.
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