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CPA: Células Presentadoras de Antigeno

c¢cRPMI: Medio RPMI completo

CTLA-4: Antigeno 4 del Linfocito T Citotdxico

Der: derecha

dpi: Dias Post-Infeccion

ELISA: Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug Administration)
FMO: Fluorescencia menos uno (Fluorescence Minus One)

Foxp3: Forkhead box P3

FSC-A: Area del frente de dispersion (Forward Scatter Area)
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FSC-H: Altura del frente de dispersion (Forward Scatter Height)
G: Gauge (Calibre de aguja)

g: gramo

H&E: Hematoxilina y Eosina

hPD-L1: Ligando de muerte programada 1 humano (Human Programmed Death-
Ligand 1)

ICI: Inhibidores de puntos de control inmunitario (/Immune Checkpoint Inhibitors)
IFN-y: Interferon gamma

IgG: Inmunoglobulina G

IgM: Inmunoglobulina M

IL: Interleucina

IQR: Rango intercuartil (Interquartile Range)

Izq: Izquierda

LAG-3: Gen de Activacion de Linfocitos 3

LCMYV: Virus de la Coriomeningitis Linfocitica

MAPK: Proteinas Cinasas Activadas por Mitogenos

MCP-1: Proteina Quimiotactica de Monocitos 1

MDSC: Células Supresoras Derivadas de la Mieloide

MFT: Intensidad media de fluorescencia (Median Fluorescence Intensity)
MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad

MIP-2: Proteina Inflamatoria de Macrofagos 2

mPD-L1: Ligando de muerte programada 1 murino (Murine Programmed Death-
Ligand 1)

MSS: Puntaje de Sepsis Murina (Murine Sepsis Score)

NF-kB: Factor Nuclear Kappa B

NOM: Norma Oficial Mexicana

NTD: Enfermedad Tropical Desatendida (Neglected Tropical Disease)

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
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PAMP: Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos

PBS: Solucién salina fosfatada (Phosphate Amortiguadored Saline)

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PD-1: Receptor de muerte programada 1 (Programmed Death 1 /| CD279)
PD-L1: Ligando de muerte programada 1 (Programmed Death-Ligand 1 / CD274)
PD-L2: Ligando de muerte programada 2 (Programmed Death-Ligand 2 / CD273)
pg: picogramos

PMN: Polimorfonucleares

PRR: Receptores de Reconocimiento de Patrones

SEM: Error estdndar de la media (Standard Error of the Mean)

spi: Semanas Post-Infeccion

SSC-A: Area de dispersion lateral (Side Scatter Area)

SSN: Solucién Salina Normal

STAT3: Transductor de sefal y activador de la transcripcion 3

TCR: Receptor de Linfocitos T (7 Cell Receptor)

TGF-: Factor de Crecimiento Transformante beta

Th1 / Th2: Linfocitos T cooperadoras tipo 1y tipo 2 (T helper 1/ 2)

Th17 / Tel7: Linfocitos T cooperadoras / citotoxicos productores de IL-17
TIM-3: Molécula de dominio de inmunoglobulina y mucina de células T 3
TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa

Treg: Linfocitos T reguladores

UANL: Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

UFC: Unidades Formadoras de Colonias

WHA: Asamblea Mundial de la Salud (World Health Assembly)
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RESUMEN
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Candidato para el grado de Doctorado en Ciencias con Orientacién en Inmunologia
Area de estudio: Inmunoterapia en enfermedades infecciosas N° de péginas:163

Introduccién: El actinomicetoma es una infeccién bacteriana cronica, progresiva y
desatendida causada principalmente por N. brasiliensis. A pesar de inducir una robusta
respuesta local dominada por neutr6filos y un microambiente tisular complejo, el
patogeno logra persistir. Aunque se ha documentado la presencia de moléculas de
coinhibicion en el granuloma, el papel funcional de las moléculas PD-1 y PD-L1 en la
inmunopatologia y cronicidad de esta infeccidén no ha sido completamente esclarecido.
Metodologia: Se utiliz6 un modelo experimental en ratones hembra BALB/c
infectados por via subcutdnea en el cojinete plantar con una suspensién unicelular de
N. brasiliensis. Tras el establecimiento de la fase cronica se cuantificé la expresion de
PD-1 en linfocitos T y de PD-L1 en células mieloides mediante citometria de flujo.
Posteriormente, se evalud el efecto del bloqueo terapéutico del eje administrando el
anticuerpo monoclonal anti-PD-L1 atezolizumab en esquemas de una o cuatro dosis
semanales. Se evaluaron la evolucion clinica, la carga bacteriana, las citocinas séricas,
la histopatologia, la morfometria de los granos bacterianos y los ensayos de
proliferacién de linfocitos y adhesion leucocitaria. Resultados: El inmunofenotipo
inicial demostr4 una sobreexpresion compartimentalizada de PD-1 en linfocitos CD8+
locales y de PD-L1 en neutréfilos infiltrantes en el sitio de la lesién. Contrario a la
hipétesis planteada, el bloqueo con atezolizumab incrementé la mortalidad de manera
dosis-dependiente, reduciendo la tasa de supervivencia al finalizar las cuatro dosis,
desenlace disociado de los cambios macroscopicos del volumen de la lesién. Los
ratones tratados con el esquema completo experimentaron un incremento exponencial
de la carga bacteriana tisular en comparacion con el grupo al que se le administré el
vehiculo.  Histopatolégicamente, el bloqueo de PD-L1 disminuyé Ia
compartimentalizacién granulomatosa homeostéatica y una remodelacion aberrante de
los granos bacterianos, los cuales incrementaron significativamente su drea, perimetro
e indice de esfericidad. A nivel sistémico, el tratamiento indujo una elevaci6n
sincrénica dual de IL-12p70 e IL-10. In vitro, el bloqueo de PD-L1 disminuyd
drasticamente la capacidad de adhesién y anclaje quimiotictico de los leucocitos
estimulados con la bacteria. Conclusién: El bloqueo terapéutico de PD-L1 contribuye
a la exacerbaci6n de la infeccion crénica en el actinomicetoma por N. brasiliensis en
un modelo experimental.
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1 INTRODUCCION

1.1 Infecciones bacterianas cronicas

Las infecciones bacterianas crdnicas representan un desafio global debido a su
capacidad para persistir durante meses o afos en el hospedero, incluso mas alla de la
fase aguda de la enfermedad, evadiendo al sistema inmune innato y adaptativo y

resistiendo los tratamientos convencionales .

Muchas de estas infecciones son causadas por bacterias con capacidad de supervivencia
intracelular, lo que les permite ocultarse dentro de células fagociticas y establecer focos
de dificil erradicacion, lo que lleva al desarrollo de infecciones crénicas ! (Tabla 1. 1.
Enfermedades causadas por bacterias intracelulares con potencial de persistencia o
cronificacion). Ejemplos de ello incluyen enfermedades como la tuberculosis, la
brucelosis o la lepra, cuya carga recae desproporcionadamente en regiones con recursos

€SCasos.

A pesar de su relevancia clinica y epidemiologica, estas infecciones cronicas han sido
historicamente desatendidas por el sistema de salud. Tal es el caso del actinomicetoma,
una enfermedad infecciosa cronica, progresiva y deformante que afecta principalmente

a poblaciones rurales de zonas tropicales y subtropicales.



Tabla 1. 1. Enfermedades causadas por bacterias intracelulares con potencial
de persistencia o cronificacion

Bacterias intracelulares obligadas

Infeccion/Enfermedad Patogeno Células diana
Infecciones croénicas por | Chlamydia , . T
Chlamydia srachomatis Macrotagos, células epiteliales

Fiebre Q cronica

Coxiella burnetii

Osteoclastos, macrofagos, células
endoteliales

Células endoteliales, células

Enfermedad por aranazo | Bartonella .
. estromales mesenquimales,
de gato (forma crénica) henselae ,
macrofagos
. Troph , . .
Enfermedad de Whipple ropheryma Macrotagos, células dendriticas
whipplei
Bacterias intracelulares facultativas
. Mycobacteri . . o
Tuberculosis yeobdcterium Macroéfagos, células dendriticas
tuberculosis
Mycobacterium . .
Lepra Macroéfagos, células de Schwann
leprae
Fiebre tifoidea Cé@ulas epiteliales, céh&las M
(portadores cronicos) Salmonella spp. | (microplegadas), macréfagos,

p células dendriticas, neutrofilos
Listeriosis (forma Listeria Neutroéfilos, macréfagos, células
persistente) monocytogenes | parenquimatosas

) Macroéfagos, células dendriticas,
Brucelosis Brucella spp. trofoblastos
) Francisella Macrotagos, monocitos, células
Tularemia . %
tularensis dendriticas

Yersiniosis (forma
crdnica)

Yersinia spp.

Macrotagos, células M, células
epiteliales

Shigelosis (portadores

Cé¢lulas epiteliales colonicas,

crénicos) Shigella spp. macrofagos
Melioidosis (latente y Burkholderia Células epiteliales, macréfagos,
reactivacion) pseudomallei neutrofilos
Borrelia Macrofagos, células dendriticas,
Enfermedad de Lyme burgdorferi fibroblastos, células endoteliales
Infeccion crénica por Células epiteliales, linfocitos,
Mycoplasma spp.

Mycoplasma

fibroblastos

Infeccion por Neisseria
(portadores cronicos)

N. gonorrhoeae

Células epiteliales, neutrofilos,
células endoteliales

Actinomicetoma

Nocardia
brasiliensis

Macrofagos, neutrofilos, células
endoteliales




1.2 Micetoma como paradigma de infeccion bacteriana cronica

La delimitacion histérica del reconocimiento del micetoma en los registros de la
humanidad sugiere que esta patologia ya era identificada por los autores de textos
antiguos de la India, quienes la describieron como estructuras similares a hormigueros
o pie de hormiguero. No obstante, la primera descripcion clinica formal en la literatura
médica moderna no ocurrio sino hasta 1842, cuando R. Gill, un cirujano inglés adscrito
al dispensario de Madurai, document6 y caracteriz6 detalladamente la condicion dentro

de los reportes del Ejército de la India 2.

En 1987 se establecid el concepto de micetoma como una infeccion crénica de la piel
y de los tejidos subyacentes (musculos y tendones), con tendencia a afectar los huesos.
Se caracteriza por un aumento de volumen relativamente indoloro y fistulas a través de
las cuales se elimina pus y granos *. Estos granos son masas compactas de las colonias

del agente causal incrustadas en una matriz extracelular *.

1.3 [Epidemiologia del micetoma

Desde una perspectiva de salud publica global, el micetoma se ha elevado a una
categoria de importancia critica. En 2016, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
lo designé oficialmente como una enfermedad tropical desatendida (del inglés,
Neglected Tropical Disease o NTD) a través de la resolucion de la Asamblea Mundial

de la Salud (WHA) >°.

La designacion de enfermedad desatendida reconoce que recibe un financiamiento
minimo para la investigacion y el desarrollo de nuevos tratamientos, y que ha sido

histéricamente pasada por alto por los sistemas de salud nacionales y globales.



1.3.1 Distribucion mundial
La frecuencia del micetoma se relaciona estrechamente con el desarrollo
socioecondmico de los paises donde se presenta, siendo regiones donde existen

elevados indices de pobreza y marginacién 8.

La mayoria de los casos reportados de micetoma provienen de México, Sudan e India
y otros paises que se encuentran entre las latitudes 30°N y 15°S a nivel mundial (Figura

1. Ntimero de casos reportados de micetoma a nivel mundial) °.

La carga real de la enfermedad a nivel global es desestimada. Esto se debe, en gran
medida, a que el micetoma no es una patologia de notificacion obligatoria, lo que
dificulta la obtencién de datos precisos sobre su incidencia y prevalencia a nivel
mundial. La encuesta realizada en el 2017 para conocer el estatus del micetoma a nivel
mundial reveld una baja proporcion de paises que respondieron, debido a la falta de

documentos de consenso o procedimientos para el manejo de casos de micetoma *!°.

Numero de casos de micetoma
Sin registro

10-50 casos
51-100 casos
101-500 casos
=500 casos

ESUUU

Figura 1. Numero de casos reportados de micetoma a nivel mundial
Registro del promedio del nimero de casos reportados por afio por pais. Adaptado de
van de Sande W, et al, 2013.



1.3.2 Micetoma en México

En México, la ausencia de un sistema de vigilancia epidemiolédgica dedicado a esta
patologia implica que los datos disponibles provienen de la revision de archivos de
hospitales o centros de diagnostico individuales, en lugar de un programa de vigilancia
centralizado. Este subregistro hace que las cifras actuales sean una subestimacion

significativa de la carga real de la enfermedad en nuestro pais °.

Los datos epidemiologicos en México se encuentran actualizados hasta el 2013, donde
se integra la informacion obtenida de 11 centros 8. En 24 de los 31 estados que
conforman la Republica Mexicana se reportaron 3,933 casos de micetoma de los cuales
solo 3,471 reportaron su lugar de origen. Las casuisticas mds numerosas
correspondieron a: Jalisco (676 casos), Morelos (429), Nuevo Leon (347), Guerrero

(302) y Veracruz (264) %.

En el pais, se reporta una frecuencia de 73 casos nuevos por aio, de los cuales el 75%
son hombres (3:1); la mayor frecuencia de edad se observa entre los 16 y 50 afios, un
rango que corresponde a la poblacion econdmicamente activa y productiva
laboralmente. Las ocupaciones que registran mayores casos de micetoma son

campesinos (58.4%), seguidos de amas de casa en zonas rurales (21.8%) %.

1.4 Mecanismos de transmision

El micetoma, como forma de infeccion cronica !! | es el resultado de la introduccion
directa del patogeno después de un traumatismo menor, cominmente asociado a
actividades como la jardineria, la agricultura, la puncion con una espina o una astilla,
después de procedimientos quirtrgicos y cosméticos, o0 como secuela de la infeccion

de la enfermedad diseminada '2.



A nivel mundial, el micetoma ocurre predominantemente en las extremidades
inferiores (79.2 %), seguido de las superiores (6.6 %). En areas endémicas, también

pueden afectarse otras regiones del cuerpo, aunque con menor frecuencia '°.

Por ejemplo, en México, las regiones corporales afectadas con mayor frecuencia son

las extremidades inferiores (60.3%), seguidas de tronco y extremidades superiores 4.

La alta prevalencia de lesiones en las extremidades inferiores es una consecuencia
directa de este mecanismo de entrada, ya que los pies estan en contacto habitual con el

suelo y la vegetacion '°.

1.5 Clasificacion etiologica

La etiopatogenia del micetoma se basa fundamentalmente en la naturaleza del
microorganismo causal, lo que da lugar a dos formas principales de la enfermedad: el
) 316,

eumicetoma (causado por hongos) y el actinomicetoma (causado por bacterias

Para los fines del presente trabajo, nos centraremos en esta tltima forma.

1.6 Actinomicetoma por Nocardia brasiliensis

El actinomicetoma tiene su origen en bacterias filamentosas aerobias, denominadas
actinomicetos. Los géneros mas comunes responsables de esta forma de micetoma son
Nocardia spp. (Nocardia brasiliensis, Nocardia asteroides y Nocardia
otidiscaviarum), Actinomadura spp. (Actinomadura madurae y Actinomadura
pelletieri) y Streptomyces spp. (Streptomyces somaliensis), asi como Actinomyces

israeli .



De los casos de micetoma reportados en México, el actinomicetoma se presentd en el
96.5%, donde N. brasiliensis es el agente causal identificado en el 65.6% de los

pacientes '*!7,

N. brasiliensis es una bacteria perteneciente al filo Actinobacteriota, clase
Actinomycetes, orden Mycobacteriales y familia Nocardiaceae. Morfologicamente, se
presenta como bacilos filamentosos ramificados que tienden a fragmentarse en formas
cocoides y bacilares. En la tinciéon de Gram se comporta como positiva, aunque con
tincion débil o variable. Una de sus caracteristicas mas distintivas es su condicion de
parcialmente &acido-alcohol resistente en la tincion de Ziehl-Neelsen, lo que la

diferencia de Mycobacterium spp., que son fuertemente acido-resistentes 820,

Es una bacteria estrictamente aerobia, con temperatura 6ptima de crecimiento entre 25
y 37 °C. Su habitat natural es el suelo, la materia organica en descomposicion, las

plantas y el agua, donde vive como saprofito %15,

1.7 Desafios terapéuticos del actinomicetoma

Para finales de los 1960, el trimetroprima-sulfametoxasol se convirtidé en el gold
standard en el tratamiento del actinomicetoma; la dosis diaria recomendada es de 8-40
mg/kg. Se logra una tasa de curacion del 60%; sin embargo, es necesario un

tratamiento de larga duracion °.

La infeccion primaria por N. brasiliensis en forma de micetoma requiere de al menos
12 meses de antibioticoterapia, tiempo que varia dependiendo de la localizacion y

estado inmunologico del paciente, donde la terapia de primera linea es trimetroprima-



sulfametoxazol, y como alternativas estan la amikacina, minociclina, imipenem,

cefalosporinas de tercera generacion y linezolid >!2.

1.7.1 Resistencia a los antimicrobianos

Recientemente, se han reportado perfiles de resistencia bacteriana para Nocardia spp.
De un total de 153 aislamientos provenientes de diferentes hospitales de Japon, un total
de 14 correspondian a N. brasiliensis. De estos, se encontrd resistencia hacia los
siguientes agentes antimicrobianos: ceftriaxona en el 57%, cefotaxima en el 80%,
imipenem en el 86%, ciprofloxacino en el 100% y claritromicina en el 100% 2!. Otros
estudios han reportado resistencia adicional a ampicilina, cefotaxima, ceftriaxona,
ciprofloxacino, claritromicina, eritromicina, imipenem y kanamicina. Por el contrario,
se ha documentado sensibilidad a amikacina, amoxicilina-acido clavulanico,

carbenicilina, gentamicina, linezolid, sulfametoxazol y tobramicina >2*.

Debido a esto, crece la necesidad de implementar nuevas estrategias terapéuticas para
lograr un adecuado control de la enfermedad, a la vez que se busca evitar el aumento

de la resistencia contra los agentes antimicrobianos.

1.7.2 Refractariedad a la terapia por la naturaleza de la infeccion
La persistencia de la infeccion por N. brasiliensis no solo se explica por la resistencia

antimicrobiana, sino también por las particularidades de la patologia.

El micetoma se caracteriza por la formacion de granos bacterianos, que contienen
microcolonias de bacterias y crean una barrera fisica que dificulta significativamente
la penetracion de los firmacos y la accion de los anticuerpos 2*. Adicionalmente, la

capacidad de la bacteria para sobrevivir y multiplicarse dentro de las células del



hospedero, como los macrdfagos, le confiere un mecanismo de evasion de la respuesta

inmune 232,

En consecuencia, el desarrollo de estrategias terapéuticas que no solo combatan al
patogeno, sino que también modulen la respuesta inmune del paciente se vuelve una
necesidad critica para lograr la erradicacion completa de la infeccion y prevenir la

recaida.

1.8 Caracteristicas histologicas del actinomicetoma
La reaccion del tejido del hospedero frente a los microorganismos causales del
micetoma es caracteristica y se ha clasificado en tres tipos (Figura 2. Tipos de

granuloma en el micetoma).

La reaccion tipo I se distingue por la presencia de granos rodeados por una capa de
leucocitos polimorfonucleares (PMN), con neutroéfilos estrechamente adheridos a la
superficie del grano o invadiendo su interior. Esta capa celular est4, a su vez, rodeada
por un infiltrado de células plasmaticas, macrofagos, linfocitos y algunos neutrofilos,
dispuestos en un tejido de granulacion. Las vénulas y los capilares suelen presentar
capas de fibrina en su periferia, mientras que la capa mas externa de la lesion esta

compuesta por tejido fibroso 2°.

En la reaccion tipo 11, los macrofagos y las células gigantes multinucleadas reemplazan
a la mayoria de los neutrofilos, observandose con frecuencia fragmentos de granos

destruidos en el interior de dichas células gigantes 2°.



Finalmente, la reaccion tipo III se caracteriza comunmente por la formacion de
granulomas epitelioides bien organizados que contienen células gigantes de

Langerhans, en los que generalmente no se observan granos 2.

Es fundamental caracterizar los patrones de reaccion tisular inducidos por este agente
patogeno en el ser humano, que reflejan la complejidad de la respuesta inmunologica
del hospedero frente a la infeccion. Bajo esta perspectiva, el empleo de modelos
experimentales, particularmente en roedores, constituye una herramienta indispensable
para entender los mecanismos celulares y moleculares de la inmunopatologia cronica,
lo que permite la extrapolacion de dichos hallazgos al contexto clinico de la

enfermedad.
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Figura 2. Tipos de granuloma en el micetoma

Izquierda: A) Tipo I: tres zonas celulares alrededor del grano: neutrofilos, macrofagos,
células espumosas y linfocitos. B) Tipo II: reemplazo de neutréfilos por macréfagos y
células gigantes multinucleadas. C) Tipo III: eliminacion del grano, persistiendo un
granuloma epitelioide con macrdéfagos, células gigantes multinucleadas, células
espumosas y linfocitos. Izquierda: La representacion grafica fue tomada de Chapman,
J,2021. Derecha: Imagenes tomadas de Zufiiga M, et al., 2015 y Ahmed A, et al., 2017;
tincidon con hematoxilina y eosina.
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1.9 Inmunopatologia del actinomicetoma

1.9.1 Cinética de la infeccion y caracteristicas histopatologicas generales

El modelo experimental de actinomicetoma en ratones BALB/c, establecido en 1999
por Salinas-Carmona y colaboradores, se basa en la inyeccion subcutanea de 107
unidades formadoras de colonia (UFC) de N. brasiliensis en el cojinete plantar de los
animales. La inflamacion local se hace evidente a partir de las 72 horas post infeccion
y, en aproximadamente el 80% de los ratones, la lesion progresa hacia un
actinomicetoma cronico, mientras que el 20% restante logra resolver la infeccion de

manera espontdnea después de los 150 dias 7.

Desde el punto de vista histopatologico, la etapa aguda (dias 3 a 5) se caracteriza por
la formacion de multiples microabscesos que contienen microcolonias bacterianas
centrales, rasgo distintivo del actinomicetoma 2%, Dichos microabscesos estan rodeados
por abundantes granulocitos PMN que se agrupan en torno a las bacterias; estas tltimas
aparecen recubiertas de un material eosinofilico hialoideo compuesto por anticuerpos
y complemento, como C3 %°. En la periferia de los microabscesos se observa una
mezcla de PMN e histiocitos. Hacia el dia 14 la lesion entra en un estado estacionario

aparente que se mantiene durante aproximadamente una semana '°.

En este modelo experimental, la lesién actinomicetosica tipica, con abscesos, fistulas
y destruccion tisular, se establece por completo alrededor del dia 28 postinfeccion y
persiste durante 90 dias 3; a partir de entonces se inicia un lento proceso de reparaciéon
con formacion de cicatriz, que culmina con la curacion completa hacia el dia 150, en

los animales que logran resolver la infeccion '6.
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1.9.2 Respuesta inmune en la fase aguda de la infeccion

En la fase temprana de la infeccion se detecta una vigorosa respuesta de anticuerpos
dirigida principalmente contra dos antigenos inmunodominantes de N. brasiliensis:
P61 (una catalasa) y P24 (una proteasa con actividad caseinolitica) *!. Los anticuerpos
anti-P24 de isotipo inmunoglobulina M (IgM) aparecen ya en el dia 7, mientras que la
inmunoglobulina G (IgG) alcanza su pico hacia el dia 45. La respuesta proliferativa en
linfocitos del bazo y ganglios popliteos también se inicia en el dia 7, con un indice de

estimulacion que declina hacia el dia 60 272,

En el suero de los animales infectados se documenta un incremento notable de los
niveles de interferon gamma (IFN-y), mas de 10 veces sobre el valor basal, asi como
aumento de interleucinas (IL) IL-1, IL-2, IL-4, IL-6 y del factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) durante la fase aguda de la infeccion 2’. Esta liberacion temprana de
citocinas pro y antinflamatorias refleja la activacion simultanea de mecanismos

efectores y reguladores desde el inicio de la infeccion.

1.9.3 Respuesta inmune durante la etapa cronica de la infeccion

1.9.3.1 Infiltrado celular y organizacion del granuloma

En el estadio crénico, que comprende del dia 28 post infeccion y hasta
aproximadamente el dia 90, el infiltrado inflamatorio se diversifica y organiza. Si bien
los neutrofilos continuan siendo la poblacion leucocitaria dominante, constituyendo
mas del 90 % de las células infiltrantes®®, en la periferia de los microabscesos se
acumulan macrdfagos de citoplasma abundante, linfocitos y células plasmaticas. Los
abscesos aparecen separados entre si por capas concéntricas de fibroblastos y tejido

conectivo, lo que configura un granuloma crénico activo 3.
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Una caracteristica distintiva de esta fase es la presencia de macréfagos espumosos que
contienen vacuolas cristalinas, descritas originalmente como “lesion brasiliensis”, ya
que estas estdn ausentes en ratones infectados experimentalmente con N. asteroides '°.
Estas células, que también expresan marcadores de células dendriticas (CDllc,
CD11b), se generan tanto a partir de macréfagos como de células dendriticas derivadas
de la médula 6sea y se acumulan en el sitio de la lesion *>. La acumulacion de lipidos
en estas células refleja una alteracion del metabolismo lipidico inducida por la bacteria

y contribuye al mantenimiento de un nicho permisivo para su supervivencia intracelular

36

1.9.3.2 Cinética de la respuesta de citocinas locales y sistémicas durante el
actinomicetoma.
Durante la etapa cronica, N. brasiliensis modula activamente la respuesta inmune local
para generar un microambiente inmunosupresor que favorece su persistencia. La
inmunohistoquimica seriada (dias 1, 2, 3, 4, 7, 30 y 90 postinfeccion) ha demostrado
que las células productoras de IFN-y, de IL-4, IL-10 y el factor de crecimiento
transformante beta TGF-f3 se localizan en la periferia de los microabscesos durante las
etapas tardias de la infeccion **. La coexpresion de IFN-y (citocina Th1) e IL-4/IL-10
(citocinas Th2/reguladoras) en el mismo microambiente indica que no existe una
polarizacion neta hacia un perfil T cooperador tipo 1 (Thl) o tipo 2 (Th2), sino mas

bien una respuesta mixta que la bacteria utiliza en su propio beneficio.

El aumento sostenido de TGF-B1 y de IL-10 es de particular importancia desde los dias
3 hasta el 30 post infeccion. La IL-10 producida, tanto por linfocitos T reguladores

(Treg) como por macrdéfagos activados, inhibe la funcion microbicida de los
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macrofagos y suprime la produccion de IL-12 e IFN-y. Este mecanismo limita la
eliminacion intracelular del patdégeno, y a la vez suprime la expresion de moléculas
coestimuladoras, generando un microambiente de inmunosupresion en el tejido
infectado *7. EI TGF-B1, por su parte, promueve la fibrosis y la sintesis de matriz
extracelular, lo que contribuye a la encapsulacion de los abscesos y a la cronicidad de

la lesion 338,

La evaluacion in vivo de la cinética celular y de citocinas tanto en el cojinete plantar
(local) como en el bazo (sistémico) revel6 un claro desequilibrio en estas poblaciones

a lo largo del curso de la infeccion.

En la fase temprana, especificamente a los 3 dias post infeccion, se detecté un
incremento significativo de linfocitos Th17 y Tcl7 (CD4+y CD8+productores de
IL-17) en ambos compartimentos anatdmicos, respuesta que coincide temporalmente
con niveles maximos de [L-6 e IL-23, que son citocinas clave en la diferenciacion hacia

el fenotipo Th17 *°.

La IL-17 producida por estas células desempefia un papel fundamental en el
reclutamiento masivo de neutrofilos hacia el sitio de la lesion, fendmeno

histopatoldgico caracteristico de la etapa aguda del actinomicetoma *°.

Esta expansion secuencial de Treg se correlacion6 de manera directa con una elevacion
sostenida de TGF-B1, detectable desde el dia 3 y mantenida hasta el dia 30, asi como
con la presencia continua de IL-10 durante todo el curso de la infeccion, en
comparacion con los ratones no infectados **. E1 TGF-B1, en particular, desempefia un

papel dual de gran relevancia en este modelo: durante la fase temprana, en presencia
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de IL-6, promueve la diferenciacion de linfocitos Th17, mientras que posteriormente,
en ausencia de sefiales proinflamatorias, favorece la diferenciacion y el mantenimiento
de las células Treg Foxp3*, que terminan por dominar el microambiente durante la

etapa cronica 8.

Finalmente, en lo que respecta a la evolucion hacia la cronicidad, se document6 que las
citocinas proinflamatorias [FN-y, IL-17A e IL-23 alcanzaron su pico maximo alrededor
del dia 15, coincidiendo con una reduccién transitoria de la carga bacteriana, no
obstante, en la etapa cronica (dias 30 a 60) la produccion de IFN-y decayd de manera
significativa, mientras que la expresion de citocinas antiinflamatorias y la carga

bacteriana se incrementaron nuevamente >°.

1.9.3.3 Inmunomodulacion por componentes bacterianos

Los lipidos de la pared celular de N. brasiliensis desempefian un papel central en la
modulacion de la respuesta inmune. Experimentos in vitro e in vivo han demostrado
que estos lipidos aumentan la produccion de IL-6 por macréfagos, asi como el indice
fagocitico, inhibiendo la presentacion antigénica y favoreciendo un entorno permisivo
para la supervivencia bacteriana, asi como un ambiente proinflamatorio inespecifico .
Asimismo, la bacteria produce moléculas inmunosupresoras como la brasilicardina A,

que interfiere con la activacion de la inmunidad innata y adaptativa 442,

1.10 Puntos de control de la respuesta inmune: el paradigma del
agotamiento de las células T

El concepto de agotamiento de células T se define como un estado de disfuncion celular

progresivo, caracterizado por la regulacion negativa de las funciones efectoras: la
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produccion de IL-2, la capacidad proliferativa, la secrecion de TNF-a y, en ultima
instancia, la de IFN-y. Esto se acompana de la expresion sostenida de multiples
receptores inhibidores (Figura 3. Sefiales coestimuladoras y coinhibidoras en los
linfocitos y las células presentadoras de antigeno), denominados puntos de control

inmune %,

PD-1 o Programmed death 1 (CD279) es un receptor inhibidor inducible expresado en
linfocitos T y B activados periféricamente, regula la tolerancia y la autoinmunidad. PD-
1 tiene dos ligandos: el ligando 1 de PD-1 (PD-L1 o CD274), que se expresa
ampliamente en las células hematopoyéticas (linfocitos T, B, macrofagos y células
dendriticas) y parenquimatosas, incluidas las células de los islotes pancredticos y
endotelio vascular; y PD-L2 (CD273), que estd restringido a macrofagos y células
dendriticas #¢. Otros ejemplos de puntos de control inmune en los linfocitos T son el
antigeno 4 del linfocito T citotoxico (CTLA-4) y la molécula 3 de dominio de
inmunoglobulina y mucina de células T (TIM-3), cuya coexpresion define grados

crecientes de deterioro funcional linfoide.

En 1987, Brunet y colaboradores describieron por primera vez las moléculas
coinhibidoras o puntos de control inmune, y estudiaron la molécula CTLA-4 *’. Sin
embargo, su funcion no fue dilucidada hasta que Krummel y Allison descubrieron que
esta molécula actiia como un freno en la activacion de los linfocitos T, al unirse a las
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 presentes en las células presentadoras de
antigeno (CPA) *®. Posteriormente, en 1999, Ishida y colaboradores describieron PD-1
y demostraron que actia como un regulador negativo de la respuesta de los linfocitos

T al interactuar con su ligando PD-L1, lo que reduce la sefalizacion a través del
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receptor de linfocitos T (TCR) e interfiere con la activacion de estas células *°. Iwai y
colaboradores también demostraron que el bloqueo de PD-1 y PD-L1 mediante
anticuerpos monoclonales constituye una estrategia prometedora para combatir el

cancer en modelos animales *°.

Este hallazgo sugiri6 el uso de PD-1 como diana terapéutica en la inmunoterapia de
pacientes con cancer, y estimuld una intensa investigacion a nivel mundial en ensayos
clinicos orientados a tratar diversas formas de céncer mediante la ruptura de la

tolerancia de los linfocitos T hacia los antigenos tumorales.

En el contexto de las infecciones bacterianas cronicas, y de manera particular en la
tuberculosis causada por M. tuberculosis, este paradigma ha sido objeto de una

profunda reinterpretacion.

La evidencia acumulada en modelos animales y en estudios clinicos ha revelado lo que

37,51

algunos autores han denominado la paradoja del agotamiento inmune °’~°, a diferencia

32 0 en las infecciones virales persistentes ¢ La

de lo observado en el cancer
expresion de moléculas coinhibidoras en el microambiente de la infeccion bacteriana
no siempre constituye un marcador de agotamiento terminal del linfocito T, sino que,
en determinadas circunstancias, puede representar un mecanismo orientado a proteger

al hospedero de las consecuencias patologicas de una respuesta inflamatoria

exacerbada y sostenida *’.
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Figura 3. Sefiales coestimuladoras y coinhibidoras en los linfocitos y las células
presentadoras de antigeno

Izquierda: Las moléculas coestimuladoras en los linfocitos T, como ICOS, CD40-L,
0X40, 4-1BB, CD27, CD30, GITR y HVEM, cuando interactian con sus ligandos en
las células presentadoras de antigeno (CPA), como ICOS-L, CD40, 0X40-L, 4-1BBL,
CD30-L, GITR-L y LIGHT, proporcionan sefiales positivas que contribuyen a la
proliferacion de los linfocitos T y a sus funciones efectoras. Derecha: Las moléculas
coinhibidoras en los linfocitos T, ejemplificadas por TIM-3, PD-1, 2B4, CTLA-4,
LAG-3, HVEM, VISTA y TIGIT, actian como puntos de control para modular las
respuestas inmunitarias al interactuar con sus ligandos CEACAM-1, PD-L1, PD-L2,
CD48, CD80, CD86, MHC-II o LSECtin/Gal-3, BTLA, VISG-3 y CD112 0 CD155 en
las CPA. Las interacciones entre las moléculas coinhibidoras y sus ligandos
contribuyen a la regulacion de la activacion inmunitaria, previniendo respuestas
excesivas y manteniendo la homeostasis inmunitaria. La representacion grafica de las
células y sus receptores fue elaborada con Biorender https://www.biorender.com/.

1.10.1 Mecanismos moleculares de la modulacion por puntos de control inmune
La activacion de los linfocitos T requiere la integracion de al menos tres tipos de
sefales: el reconocimiento del complejo péptido antigénico - complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) por el receptor de células T (TCR), las senales

coestimuladoras proporcionadas por moléculas como CD28, y las citocinas presentes
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en el microambiente (Figura 4. La activacion, diferenciacion y mecanismos efectores

de los linfocitos T cooperadores (CD4+) y citotoxicos (CD8+)) 7.
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Figura 4. La activacion, diferenciacion y mecanismos efectores de los linfocitos T
cooperadores (CD4+) y citotoxicos (CD8+)

El inicio de la respuesta inmune adaptativa celular requiere la interaccion entre una
célula presentadora de antigeno (CPA) y los linfocitos T naive. El reconocimiento
antigénico ocurre mediante el acoplamiento del receptor de célula T (TCR) con el
complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC-II) para los linfocitos CD4+
o de clase I (MHC-I) para los linfocitos CD8*. La coestimulacion estd mediada por la
union de las moléculas CD80/CD86 en la CPA con el receptor CD28 en el linfocito T.
Dependiendo del perfil de citocinas presentes en el microambiente durante la sinapsis
inmunolégica, los linfocitos CD4+ se polarizan hacia distintos linajes efectores: Thl
(inducido por IL-12 e IL-18; productor de IFN-y e IL-2), Th2 (inducido por IL-4;
productor de IL-4 e IL-13), Th17 (inducido por IL-6 y TGF-B; productor de IL-17A e
IL-22) o Treg (inducido por TGF-B; productor de IL-10 y TGF-B. Por su parte, los
linfocitos CD8+ activados ejecutan funciones efectoras a través de mecanismos liticos,
que incluyen la degranulacion de perforina, granzima B y la expresion de CD107a, asi
como la via Fas/FasL; y mecanismos no liticos mediante la secrecion de citocinas
proinflamatorias y quimiocinas como IFN-y, TNF-a, IL-17 y CCL5. La representacion
grafica de las células fue elaborada con Smart servier https://smart.servier.com/.
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PD-1 ejerce su accion inhibitoria predominantemente en los tejidos periféricos. La
interacciéon de PD-1 con su ligando PD-L1 recluta fosfatasas, como SHP2, hacia sus
dominios citoplasmaticos ITIM e ITSM, lo que reduce la sefializacion del TCR. Esto
disminuye la activacion de factores de transcripcion como factor nuclear kappa B (NF-
KkB), esenciales para la proliferacion, supervivencia y funcion efectora del linfocito T.
Adicionalmente, la sefializacion a través de PD-1 induce la expresion del factor de
transcripcion BATF, que reprograma metabdlicamente a la célula T hacia un estado de
menor capacidad de respuesta (Figura 5. Vias de activacion e inhibicion en células T

CD4+ y células presentadoras de antigeno) 28,
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Figura 5. Vias de activacion e inhibicion en células T CD4+ y células
presentadoras de antigeno

Las vias de senalizacion de activacion de los linfocitos T, desencadenadas por el TCR
(que interactia con MHC-II) y por CD28 (que interactiia con CD80 y/o CD86), pueden
ser contrarrestadas por la sefalizacion de PD-1 y CTLA-4, las cuales reclutan
fosfatasas. CTLA-4 puede unirse a CD80 o CD86, reclutando las fosfatasas SHP2 y
PP2A a través del motivo YVKM en su dominio citoplasmatico. El reclutamiento de
SHP2 resulta en la atenuacion de la sefializacion del TCR mediante la desfosforilacion
de la cadena CD3(. El reclutamiento de PP2A resulta en la desfosforilacion
descendente de AKT. La unién de PD-1 a PD-L1 o PD-L2 también recluta SHP2 al
dominio ITSM, lo que produce reducciones proximales a la membrana en la
sefalizacion del TCR. PD-1 puede inhibir las funciones de los linfocitos T reclutando
fosfatasas al motivo de conmutacion basado en tirosina inmunorreceptor (ITSM) en la
porcién intracelular de PD-1. En conjunto, esto se traduce en una disminucion de la
activacion de factores de transcripcion, como el factor nuclear kB (NF-xB), que son
importantes para impulsar la activacion, proliferacion, funciones efectoras y
supervivencia de los linfocitos T. Ademds, PD-1 puede inhibir las funciones de los
linfocitos T al aumentar la expresion de factores de transcripcion como BATF, lo que
puede contrarrestar ain mas los programas efectores transcripcionales. En las CPA, la
unién de PD-L1 puede contrarrestar la apoptosis inducida por interferén, con su motivo
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RMLDVEKC inhibiendo la fosforilaciéon de STAT3. Se ha demostrado que el motivo
DTSSK inhibe su motivo contiguo actuando como un regulador negativo. La
representacion grafica de las células y receptores fue elaborada con Biorender
https://www.biorender.com/.

En el contexto de las infecciones por bacterias intracelulares, el reconocimiento del
patogeno por parte del hospedero se inicia a través de receptores de reconocimiento de
patrones (PRR), como los receptores tipo Toll (TLR), localizados en la membrana
plasmatica o en compartimentos endosomales. La unién de patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP) a estos receptores desencadena la oligomerizacion de
la proteina adaptadora MyD88, activando las vias de sefializacion de las proteinas
cinasas activadas por mitogenos (MAPK) y NF-«kB, lo que conduce a la produccion de
citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-a) y quimiocinas (proteina
quimiotactica de monocitos 1 o MCP-1, proteina inflamatoria de macréfagos MIP-2,
CXCLI10). Esta respuesta contribuye a la polarizaciéon de macrofagos hacia un fenotipo

proinflamatorio y al incremento de la expresion de moléculas MHC y coestimuladoras.

Un aspecto relevante para el presente trabajo es que las bacterias intracelulares han
desarrollado mecanismos para modular la expresion de receptores de superficie celular,
incluyendo PD-L1, como parte de su estrategia de evasion inmune. Esta modulacion,
junto con la inhibiciébn de la fagocitosis, la polarizacion hacia un fenotipo
antiinflamatorio y la alteracion de la presentacion antigénica a través del MHC

permite que el patdgeno persista dentro del hospedero.

Para identificar nuevas dianas terapéuticas, mas alld de la antibioticoterapia

convencional, es fundamental comprender las vias de interaccion hospedero-patdégeno
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y ampliar el estudio de moléculas coinhibidoras como PD-1/PD-L1 en modelos

experimentales de infeccidn cronica por bacterias.

1.10.2 EIl papel protector de los puntos de control inmunitario en infecciones
bacterianas créonicas

En la tuberculosis, que constituye el ejemplo de infeccion bacteriana con mayor

numero de estudios sobre puntos de control inmune, la formacion del granuloma

representa el evento central de su inmunopatologia.

Desde la descripcion morfolégica de la tuberculosis pulmonar como una lesion
parenquimatosa granulomatosa, denominada como complejo de Ghon, se ha
establecido al granuloma pulmonar como el sello distintivo de esta enfermedad °*6!.
Su morfologia se caracteriza por un nucleo central necrético rodeado por capas
concéntricas de macrofagos, células epitelioides, células gigantes multinucleadas de

Langhans y linfocitos .

De esta manera, el confinamiento de Mycobacterium tuberculosis en el sitio de
infeccion primaria mediante una barrera celular y una capa externa fibrética impide la
diseminacion del patdgeno a través del hospedero y focaliza la respuesta inmune en el
lugar de persistencia micobacteriana. Por lo tanto, esta estructura organizada permite
contener la diseminacion de las micobacterias, pero al mismo tiempo genera un nicho

anatémico y funcional donde el patégeno puede persistir durante largos periodos %2,

La evidencia experimental indica que las moléculas coinhibidoras desempefian un
papel crucial en el control de la inflamacion dentro de este nicho. Asi, en modelos

experimentales de infeccion por M. tuberculosis, la ausencia de PD-1 o de sus ligandos
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(PD-L1 y PD-L2) no conduce a una mejor eliminaciéon bacteriana, sino que
desencadena una inflamacion descontrolada, con infiltracion masiva de neutréfilos,
dafio tisular pulmonar severo y muerte acelerada del animal %%, Este hallazgo sugiere
que la sefializacion a través del eje PD-1/PD-L1 actda como un freno inmunologico
indispensable para prevenir la inmunopatologia letal mediada por células, sin

comprometer de forma irreversible la capacidad de respuesta del hospedero.

De hecho, las células T que expresan PD-1 en el sitio de la infeccion tuberculosa
conservan con frecuencia sus fenotipos efectores y de memoria, y mantienen la
capacidad de proliferar tras la reestimulacion antigénica®*®*, lo cual refuerza la nociéon

de que no se encuentran auténticamente agotadas en el sentido clésico del término.

1.10.3 Dinamica de los puntos de control y las citocinas en la infeccion bacteriana
cronica

La relacion entre el microambiente de citocinas y la expresion de moléculas

coinhibidoras es bidireccional y compleja. En la infeccion por M. tuberculosis, la IL-

12 promueve la expresion de PD-1 %, pero al mismo tiempo preserva el fenotipo de las

67,68 68-70

células T de memoria y efectoras , asi como la produccion de IFN-y %, lo que
permite mantener un control de la inflamacién sin una pérdida completa de la
efectividad de la respuesta inmune tipo Thl. El IFN-y, por su parte, regula al alza la
expresion de PD-L1 en las CPA 7172, estableciendo un circuito de retroalimentacion

negativa local que limita el dafio tisular perigranulomatoso.

Sin embargo, es importante sefialar que el bloqueo del eje coinhibidor PD-1/PD-L1 con

anticuerpos monoclonales puede inducir la regulacion al alza de otros puntos de control
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inmune, como CTLA-4 o el gen de activacién de linfocitos 3 (LAG-3), como un

mecanismo compensatorio atribuible a la redundancia bioldgica de estas vias .

Este hallazgo implica que, durante la infeccion bacteriana crénica, las moléculas
coinhibidoras pueden funcionar como un freno para detener una respuesta inmune
exacerbada, y que probablemente se requiera la expresion de multiples receptores
inhibidores en la superficie de los linfocitos T para alcanzar un estado de agotamiento

funcional que limite la capacidad efectora.

1.10.4 Papel de las células mieloides y los puntos de control inmune en los nichos
inmunosupresores del granuloma y el grano actinomicético.

La organizacion arquitectonica de las lesiones caracteristicas en las infecciones

bacterianas cronicas es un determinante fundamental de la funcion inmunitaria. En la

tuberculosis humana, se ha caracterizado el nicleo mieloide del granuloma como un

entorno profundamente inmunosupresor .

El control de M. tuberculosis depende principalmente de los mecanismos bactericidas
desencadenados por macréfagos activados con fenotipo M1.74. Sin embargo, en el
microambiente del granuloma también estdn presentes otras células mieloides, como
neutréfilos, macrofagos M2, macrofagos espumosos y mastocitos, todas las cuales
pueden expresar los ligandos de las moléculas coinhibidoras de los linfocitos T, en

respuesta a estimulos cronicos proinflamatorios, destacando PD-L1 70737578,

De manera notable, investigaciones recientes en pacientes con micetoma han
identificado una organizacion espacial paralela. Independientemente de la naturaleza

bacteriana o fungica del agente causal, las células fagociticas, principalmente
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neutrofilos, que se localizan en proximidad inmediata a los granos, expresan niveles
elevados de moléculas asociadas con la inmunosupresion, entre ellas PD-L2 7°. Este
hallazgo sugiere que el grano del micetoma, al igual que el granuloma tuberculoso,
establece un nicho inmunosupresor evolutivamente conservado que protege al

patdgeno de la respuesta citotoxica del hospedero.

La presencia de neutréfilos con fenotipo supresor en la periferia del grano constituye
una caracteristica compartida con el granuloma por M. tuberculosis y el microambiente
tumoral, lo que ha llevado a plantear la posibilidad de aplicar estrategias de
inmunoterapia oncologica, como el bloqueo de puntos de control, para el tratamiento

de estas infecciones cronicas.

1.11 Terapias con inhibidores de puntos de control en infecciones cronicas
El éxito de los inhibidores de puntos de control inmunolégico (ICI) en el tratamiento
de diversas neoplasias ha impulsado su evaluaciéon como posible estrategia terapéutica
en el contexto de las infecciones cronicas. Sin embargo, a diferencia de lo observado
en oncologia, donde el bloqueo de PD-1/PD-L1 restaura la actividad antitumoral de los
linfocitos T, en las infecciones cronicas los resultados han sido variables y
dependientes del patdogeno, del momento de la intervencion y del modelo experimental

empleado.

1.11.1 Validacion del uso de anticuerpos monoclonales como inhibidores de punto
de control en modelos animales
Para evaluar las moléculas disehadas y aprobadas por la FDA (Food and Drug

Administration) con efectos terapéuticos anti-PD-L1, se realizaron diversos ensayos,
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entre ellos uno de coinmunoprecipitacion donde mPD-L1 (murino) o APD-L1
(humano) fueron precipitados con perlas recubiertas con los anticuerpos monoclonales
humanizados durvalumab o atezolizumab, o con el control positivo anti-PD-L1 MIHS5
murino , donde sélo el atezolizumab tuvo la capacidad de unirse a mPD-L1 al igual que

el control positivo .

Con la finalidad de validar la eficacia de los anticuerpos monoclonales antes
mencionados en ratones, se realizd6 un modelo de crecimiento tumoral con la cepa
C57BL/6, que fueron implantados de forma subcutanea con células MC38. Los
anticuerpos terapéuticos, atezolizumab y durvalumab, asi como el anticuerpo control

anti-PD-L1 de raton clon 10F.9G2, se inyectaron por via intraperitoneal.

Se evaluo el crecimiento de la lesion y se encontrd que no hubo un aumento importante
del volumen tumoral durante el tratamiento con atezolizumab, al igual que con la

administracion del anticuerpo monoclonal anti-mPD-L1%°.

En un estudio similar realizado con ratones BALB/c inyectados con células A2780cis
via subcutanea, se les administré el anticuerpo monoclonal atezolizumab, solo o en
combinacion con bevacizumab, para observar cambios en la masa tumoral a los siete
dias de desarrollo. Se encontrd una reduccion de la masa tumoral con respecto al

control con la administracion individual de atezolizumab 8!,

Se evaluo la inmunogenicidad de atezolizumab, demostrando titulos altos de
anticuerpos antidroga (AAD) en un Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas
(ELISA) indirecto, solo cuando fue administrado en conjunto el adyuvante incompleto

de Freund y la posterior administracion con el adyuvante incompleto 2.
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La cinética de AAD especificos contra atezolizumab fue evaluada en ratones C57BL/6,
encontrando un aumento de AAD dependiente de la dosis administrada via intravenosa,
siendo mayor en el esquema de 10 mg/kg en comparacion con 50 mg/kg. Sin embargo,
las concentraciones séricas de atezolizumab cayeron rapidamente después de la tercera
dosis, lo que se correlaciond con la presencia de AAD; estos resultados también se

observaron en monos Cynomolgus *°.

1.11.2 Evidencia del bloqueo de PD-1 y PD-L1 en infecciones virales, fingicas y
parasitarias

En modelos animales de infeccion viral cronica, como el virus de la coriomeningitis

linfocitica (LCMV) en ratones, la ausencia o inhibicion del eje PD-1/PD-L1 ha

demostrado restaurar la funcion de las células T CDS8*, reducir la carga viral y mejorar

el control de la infeccion >*%*; resultados similares se encontraron en un modelo murino

de mucormicosis pulmonar por Rhizopus arrhizus®, donde se elevaron citocinas

proinflamatorias en el tejido pulmonar sin toxicidad hiperinflamatoria.

De forma contraria, en modelos murino se ha reportado que la presencia del eje PD-
1/PD-L1 confiere mayor resistencia frente a infecciones por Toxoplasma gondii®®,

Trypanosoma cruzi 8%

y Plasmodium spp.® . En estos casos, la potenciacién de la
respuesta inmune adaptativa de células T no promovi6 el control de la infeccion en el

hospedero.

1.11.3 Evidencia del bloqueo de PD-1 y PD-L1 en infecciones bacterianas
Como ejemplo de infeccidon bacteriana aguda, en un modelo de sepsis establecido
mediante ligadura y puncion cecal en ratones C57BL/6, se observd un aumento de

linfocitos T y B y de monocitos que expresaban PD-1, asi como un incremento de la
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expresion de PD-L1 en células B y monocitos. Se administrd una dosis de anticuerpo
monoclonal anti-PD-L1 por via intraperitoneal, 24 horas antes de la cirugia. En este
grupo se observé una sobrevida mayor a las 24 horas posinfeccion en comparacion con
el grupo control tratado con solucion salina o con un anticuerpo isotipo. La expresion
de TNF-a e IL-6 aumento en el grupo de ratones tratados con el anticuerpo anti-PD-
L1, asi como la disminucion de IL-10. También se observo una disminucion en la carga

bacteriana %°.

En otro modelo de sepsis por ligadura y puncion cecal en ratones C57BL/6 fueron
tratados con atezolizumab, anticuerpo monoclonal humanizado, administrando via
intraperitoneal post cirugia. En el grupo control se encontrd un aumento de la expresion
de PD-1 en neutrofilos. En los animales que se administr6 atezolizumab el aumento de
la concentracion de endotoxinas y el aumento de la permeabilidad intestinal era menor
en comparacidn con el grupo control. De igual forma, el tratamiento tuvo la capacidad
de mantener la integridad de las proteinas de las uniones estrechas del intestino, como
claudina-1, ocludina, zona ocludens-1; ademas, observd un aumento en la sobrevida a

las 120 horas °!.

Para el presente trabajo, el caso de la tuberculosis como infeccion cronica es
particularmente relevante e ilustrativo. Los primeros indicios sobre el papel de PD-1
en esta infeccion provinieron de estudios con ratones deficientes en este receptor (PD-
17/7), los cuales mostraron una mortalidad acelerada tras la infecciéon por M.
tuberculosis en comparacion con los animales de cepa silvestre (o wild type), debido a

una produccién excesiva de IFN-y por parte de los linfocitos T CD4+ °2.
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La evidencia mas contundente proviene de estudios en macacos rhesus (Macaca
mulatta), considerados el estandar en modelos preclinicos de oro por su capacidad de
replicar fielmente la patogenia y la respuesta inmune de la tuberculosis humana. Los
animales fueron tratados con un anticuerpo monoclonal anti-PD-1 humanizado (clon
EH12) a una dosis de 10 mg/kg por via intravenosa, administrada en las semanas 2, 4,

6, 8, 10 y 13 post-infeccion 4.

Los resultados mostraron que, contrario a lo esperado, el bloqueo de PD-1 exacerbo la
infeccion. Los macacos tratados con anti-PD-1 desarrollaron una enfermedad mas
grave, con granulomas de mayor tamafio y un aumento de aproximadamente 20 veces
en la carga bacteriana en comparacion con los animales control tratados con anticuerpo
isotipo. Ademas, uno de los seis animales tratados presentd sintomas agudos y fue

sacrificado de forma temprana.

En cuanto a la respuesta de linfocitos T, el bloqueo de PD-1 aumento6 el nimero y la
funcionalidad de las células T CD8+ especificas de M. tuberculosis en los granulomas,

con una mayor produccion de [FN-y, IL-2 y granzima B.

Sin embargo, las células T CD4+ especificas no mostraron aumento en nimero o
funcion; por el contrario, su acumulacion en las vias respiratorias se retraso, expresando
niveles elevados de CTLA-4, ademas de una movilidad reducida dentro de los

granulomas en estudios de imagen en tiempo real %,

1.12 Perspectivas para el actinomicetoma por N. brasiliensis
A diferencia de la tuberculosis, no existen estudios publicados sobre el papel de los

puntos de control inmunoldgico en el actinomicetoma ni en la infeccion por M.
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brasiliensis. Esta bacteria intracelular facultativa, causante de una infeccién crénica
localizada en piel y tejidos blandos, comparte con M. tuberculosis la capacidad de

inducir granulomas y evadir la respuesta inmune mediante la persistencia intracelular®.

Sin embargo, el micetoma se caracteriza por una respuesta predominantemente
neutrofilica y la formacién de granos bacterianos, aspectos que podrian modular de

manera distinta el efecto del bloqueo de PD-L1.

Dado que en la tuberculosis el bloqueo de esta via resultd deletéreo, y considerando
que N. brasiliensis pertenece al mismo filo que M. tuberculosis (Actinobacteria) y
comparte caracteristicas de patogenicidad intracelular, resulta imperativo evaluar
experimentalmente si el bloqueo de PD-L1 en el modelo murino de actinomicetoma
reproduce el fenotipo de exacerbacion observado o si, por el contrario, ofrece algiin
beneficio terapéutico. Los hallazgos de este estudio podrian sentar las bases para
futuras estrategias de inmunoterapia dirigida en micetoma y otras infecciones cronicas

por actinobacterias.
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2 ANTECEDENTES

En el modelo de actinomicetoma por N. brasiliensis 7, se ha descrito la coexistencia
de una triada inmunopatologica: una respuesta sistémica robusta, una inmunosupresion

local aumentada y una eficiente evasion bacteriana activa.

A nivel sistémico, se observa la expansion de linfocitos T, la produccion de IFN-y y la
generacion de anticuerpos especificos. En contraste, el microambiente tisular local del
cojinete plantar se caracteriza por la inmunosupresion, con el incremento de las
citocinas IL-10 y TGF-B1, asi como la acumulacion de neutréfilos, linfocitos Treg y
macrofagos espumosos, los cuales inhiben la respuesta de perfil Thl. El patégeno
aprovecha activamente esta disociaciéon inmunologica mediante mecanismos de
resistencia antimicrobiana, la modificacion del metabolismo lipidico del hospedero y

la induccidn de fibrosis.

Esta configuracion inmunopatologica proporciona el sustrato biologico para la
instauracion de fendmenos de disfuncion celular. Este fendmeno se asocia directamente

9. Actualmente, se desconoce el

con el agotamiento de las células T efectoras
mecanismo por el cual se revierte el control de la infeccion al establecerse la fase
cronica, por lo que se propone como mecanismo el agotamiento de los linfocitos T, que
pierden su capacidad efectora al ser estimuladas de manera constante y prolongada por

los antigenos de N. brasiliensis; esto resulta en la expresion de moléculas inhibidoras

y perdiendo su capacidad efectora.

En el modelo de estudio, se ha documentado que las poblaciones de linfocitos T
expresan moléculas de agotamiento como PD-1 y TIM-3 °4 Por lo tanto, resulta

necesario caracterizar las células infectadas presentes durante la fase cronica,
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determinar si expresan el ligando PD-L1 y evaluar el control de la infeccion tras el
bloqueo del eje PD-1/PD-L1, con el objetivo de comprender su impacto en el

establecimiento y la perpetuacion de la etapa cronica de la infeccion.
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3 JUSTIFICACION

En el modelo experimental de actinomicetoma inducido por N. brasiliensis, se ha
identificado la expresion de la molécula coinhibidora PD-1, por lo que es necesario
demostrar la presencia de su ligando y estudiar el efecto de la inhibicion del eje PD-

1/PD-L1 mediante el uso de anticuerpos monoclonales.

Esto permitira comprender la funcion de estas moléculas en la regulacion del sistema
inmune durante infecciones bacterianas cronicas, ademas de ofrecer un enfoque

terapéutico innovador.
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4 HIPOTESIS

El uso de un anticuerpo monoclonal anti-PD-L1 permite el control de la infeccion

cronica en el actinomicetoma por Nocardia brasiliensis en un modelo experimental.
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S OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del bloqueo de PD-L1 en la progresion del actinomicetoma por

Nocardia brasiliensis.

5.2 Objetivos especificos
1) Evaluar la inmunopatologia local en el actinomicetoma por N. brasiliensis y la
respuesta inmune sistémica.
2) Cuantificar la expresion de PD-1 en linfocitos T y PD-L1 en neutrofilos y
macrofagos en el actinomicetoma por N. brasiliensis.
3) Evaluar el efecto del bloqueo de PD-L1 en la progresion del actinomicetoma

por N. brasiliensis.
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6 ESTRATEGIA GENERAL

6.1 Diseiio experimental

Para evaluar el efecto del bloqueo de PD-L1 en la progresion del actinomicetoma por
N. brasiliensis, se establecié en una primera etapa el modelo experimental de micetoma
en ratones BALB/c mediante la inoculacion de N. brasiliensis en el cojinete plantar.
Una vez desarrollada la infeccion cronica (70 y 100 dias post infeccion), se caracterizod
la inmunopatologia local y la respuesta inmune sistémica, incluyendo la cuantificacion
de la carga bacteriana, el perfil de citocinas séricas, la histopatologia de la lesion y la

morfometria de los granos bacterianos.

En una segunda etapa, se determiné por citometria de flujo la expresion de PD-1 en
linfocitos T y de PD-L1 en neutréfilos y macréfagos en el tejido infectado. Finalmente,
se evaluo el efecto del bloqueo de PD-L1 administrando atezolizumab (anticuerpo
monoclonal humanizado anti-PD-L1) a dosis de 10 mg/kg por via intraperitoneal, en

esquemas de una o cuatro dosis semanales a partir de la semana 10 post-infeccion.

6.2 Aprobacion por el comité de ética

Los ratones fueron manipulados de acuerdo con la normativa regional (Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999). Todos los experimentos se realizaron conforme a
los lineamientos institucionales y fueron aprobados por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) y por el Comité de Etica de
la Facultad de Medicina y Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzélez de la

UANL, el cual esta registrado ante la Comision Nacional de Bioética, Secretaria de
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Salud, bajo el nimero de registro CONBIOETICA-19-CEI-001-20160404. Este

protocolo esta registrado en nuestra Institucion con el nimero IN22-00004.

6.3 Tamaiio de la muestra

Para determinar el tamafno de la muestra, se empled el contraste de hipotesis de
diferencias entre dos medias de muestras independientes. La variable cuantitativa
continua considerada para este disefio fue el porcentaje (%) de expresion de la molécula
de coinhibicion PD-L1 en neutrdfilos periféricos, tomando como pardmetro de
dispersion una desviacion estandar (o) comun de 2.2 %, unidades expresadas con
dispersion: 9.583 + 2.2 %, dato derivado de estudios previos en modelos de infeccion

aguda a las 72 horas °'.

El calculo se fundamento6 en la formula matematica estandar para la comparacion de

dos medias independientes con varianzas homogéneas:

2 - (Za+ Zg)*-o?
2
62

n =

Donde se sustituyeron los siguientes valores y criterios de poder:
n: Numero de sujetos requeridos por grupo.

Zq/2: Valor de la distribucion normal estandar para un error tipo I (alfa) bilateral.

Para un riesgo alfa de 0.05 (nivel de confianza del 95 %), Z,/, = 1.96.

Zg: Valor de la distribucion normal estandar para un error tipo II (beta). Para un

riesgo beta de 0.20 (poder del estudio del 80 %), Zz = 0.84.

o: Desviacion estandar comun del pardmetro en la poblacion (2.2 %).
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4: Diferencia minima que se desea detectar entre los grupos, fijada en un 3.5 % de

expresion (3.5 unidades).

2 - (1.96 + 0.84)%-2.22
n= 352 = 6.19 ratones por grupo

Se determind un tamafio muestral base de 6 ratones por grupo experimental. Este
numero final de sujetos absorbe de manera eficiente la variabilidad bioldgica intrinseca
del modelo cronico de actinomicetoma. Asimismo, asumiendo la tasa historica de
pérdidas de seguimiento por falta de desarrollo del micetoma experimental o
mortalidad preanalitica de aproximadamente el 10%, fendmeno metodologico
previamente reportado para este modelo 2’; este tamafio de muestra asegura mantener
un minimo critico de 5 sujetos evaluables por grupo al concluir el periodo de evaluacion

cronica.

6.4 Manejo de animales de laboratorio
En este estudio se utilizaron ratones hembra BALB/c (de 8 a 10 semanas de edad; 20
+ 2 g), mantenidos en condiciones libres de patogenos especificos en el bioterio del

Servicio de Inmunologia del Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzélez y de

la Facultad de Medicina de la UANL.

Los animales se alojaron en cajas de material acrilico con encamado de aserrin
previamente esterilizado en autoclave (121 °C / 15 1lbs). El bioterio operd con
temperatura controlada (20-25 °C), humedad relativa (60% = 5%) y ciclos de

luz/oscuridad de 12 horas, siguiendo los protocolos estandar establecidos en nuestro
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laboratorio. Los animales tuvieron acceso sin restricciones a agua estéril y alimento

comercial para roedores.

Los ratones infectados y sanos se alojaron en habitaciones separadas para evitar la

contaminacion cruzada.

6.5 Supervision del bienestar animal y punto final humanitario

El bienestar animal y el estado clinico se evaluaron diariamente por personal
veterinario utilizando los sistemas de Puntaje de Sepsis Murina (MSS) *° y Puntaje de
Condicién Corporal (BCS) %, incluyendo la observacion de cambios en el peso, el
comportamiento y la presencia de estereotipias (como excesivo acicalamiento,

movimientos repetitivos o letargo).

Los animales fueron observados cada 24 horas después del inicio del protocolo de
infeccion. Una vez iniciada la administracion de anti-PD-L1, los animales fueron

revisados cada 12 horas.

En este protocolo se establecieron criterios de eutanasia como un puntaje de condicion
corporal inferior a 2, un MSS acumulativo que indicara estado moribundo, o una
pérdida de peso corporal superior al 10 % con respecto al valor basal. Dado que estos
animales no alcanzaron ninguno de estos umbrales clinicos o de pérdida de peso antes

del punto final, no se realiz6 eutanasia anticipada.
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7 METODOLOGIA

7.1 Modelo de infeccion

7.1.1 Cepa bacteriana

Se utilizé la cepa de referencia de N. brasiliensis ATCC 700358 caracterizada por el
grupo de trabajo . Esta cepa se cultivd en matraces Erlenmeyer de 125 ml con 30 ml
de caldo infusion cerebro corazéon o BHI (del inglés, Brain Heart Infusion) estéril

fueron incubadas por 6 dias a 37°C en constante agitacion.

7.1.2 Obtencion de la suspension unicelular de N. brasiliensis

La masa bacteriana recuperada de los matraces se colocd en tubos cénicos de 50 ml,
previamente pesados en balanza analitica, y se centrifugéd a 3500 rpm durante 10 min
(min). Posterior a la centrifugacion, se decanto el sobrenadante y la masa bacteriana
depositada en el sedimento se lavo con 30 ml de solucion salina estéril normal (SSN),
repitiendo el proceso de centrifugacion y lavado dos veces mas. Después de realizar
los lavados, las bacterias se disgregaron y se homogeneizaron en un Potter-Elvehjem

para obtener una suspension unicelular.

7.1.3 Preparacion del inoculo de V. brasiliensis para la infeccion

La suspension bacteriana se sometid a dos ciclos mas de lavado con SSN y
centrifugacion como se menciond. Se descartd por completo el sobrenadante y se peso
el tubo con la masa bacteriana para obtener el peso himedo total de la masa recuperada.
Se agregd SSN suficiente para ajustar el indculo a 40 mg de N. brasiliensis en 50 pl de

SSN por cada raton a infectar.

42



7.1.4 Induccion experimental del actinomicetoma
A cada raton se le inocularon, de forma subcutanea, 50 pl de la suspension de M.
brasiliensis en el cojinete plantar de la pata izquierda trasera con jeringa de 1 ml y

aguja calibre 16 G x 16 mm.

7.1.5 Seguimiento de la evolucion del actinomicetoma

Se tomo un registro diario del volumen de la lesion en el cojinete plantar (ancho (2a) x
largo (2b) x alto (2¢)) con un vernier digital (Figura 6. Medicion tridimensional del
actinomicetoma en el modelo murino) y se calculd el volumen utilizando la ecuacion

del volumen del elipsoide:

Se calcul6 el porcentaje de cambio de volumen para evaluar la evolucion de la lesion a

través del tiempo con la siguiente ecuacion:

) volumen final — volumen inicial
% Cambio de volumen = — x100
volumen inicial

El volumen inicial es el resultado de las medidas del cojinete plantar antes de la infeccidn y el
volumen final es el resultado de las medidas tomadas el dia post infeccion determinado. El

cambio de peso de los animales también fue evaluado a través de la formula anterior.
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Altura (2c)

Longitud (2a)

Figura 6. Medicion tridimensional del actinomicetoma en el modelo murino
Representacion esquematica de los planos anatomicos evaluados in vivo utilizando un
vernier digital para determinar el desarrollo de la lesion en el miembro posterior del
raton BALB/c. El registro diario del crecimiento macroscépico incluyé la medicion de:
(2a) longitud (eje longitudinal de la extremidad), (2b) ancho (eje transversal del
cojinete plantar) y (2¢) altura (espesor dorso-plantar en la zona de mayor tumefaccion).
Los valores obtenidos a partir de estos tres ejes fueron integrados matematicamente
mediante la férmula del volumen de un elipsoide para el calculo del volumen total de
la lesion.

7.2 Esquema de administracion del anticuerpo anti-PD-L1

7.2.1 Administracion del anticuerpo monoclonal.

Los ratones infectados que desarrollaron actinomicetoma, seleccionados al azar, fueron
tratados con atezolizumab a una dosis total de 10 mg/kg en 200 pul de SSN como
vehiculo, por via intraperitoneal, el dia 70 postinfeccion (dpi). Se administraron dosis
semanales sucesivas hasta completar una o cuatro dosis, seglin el grupo experimental
asignado. Se incluyd un grupo de ratones sanos que recibieron cuatro dosis del
anticuerpo y un grupo de ratones sanos que recibieron solo el vehiculo. Se realizaron
los analisis de las muestras biologicas en la semana posterior a la iltima administracion

del anticuerpo.

7.3 Obtencion de muestras biologicas

7.3.1 Eutanasia.
Posterior a la anestesia profunda (mezcla de ketamina 2 mg/xilacina 0.4mg) y a la

eutanasia por dislocacion cervical, se recolectd sangre mediante puncion cardiaca.
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Antes del procedimiento quirtrgico, la piel del animal se sometid a antisepsia con
alcohol etilico al 70 %, seguida de una solucion de povidona yodada. El bazo, el ganglio
linfatico popliteo ipsilateral y el micetoma completo se diseccionaron para su uso en
los procedimientos experimentales posteriores. Todos estos procedimientos se

realizaron en condiciones estériles.

7.3.2 Obtencion de sangre total.

La sangre se obtuvo por puncion cardiaca, previa anestesia, aproximadamente 0.8 a 1
ml de sangre total sin anticoagulante. Se dejo reposar la sangre 30 min para permitir la
formacion del codgulo, posteriormente se centrifugd a 1000 xg por 10 min para obtener

la fraccion sérica. El suero se almacend en ultracongelacion, a -80C®, hasta su analisis.

7.3.3 Obtencion de la suspension celular a partir de tejido

El bazo y el ganglio linfatico popliteo se extirparon quirurgicamente, se pesaron en una
balanza digital y se colocaron en medio RPMI completo (cCRPMI). El tejido se disgregd
suavemente de manera mecanica utilizando pinzas con dientes y se presionod

suavemente a través de un filtro celular de 70 pm.

Los eritrocitos se eliminaron con solucion de lisis 1X, en agitacion durante 10 min, se
lavaron y se resuspendieron en cRPMI. El namero total de células por tejido se

determind manualmente en camara de Neubauer.

El tejido del micetoma se disgregd mecdnicamente, se incubd con 5 ml de cRPMI que
contenia una mezcla 1X de colagenasa y hialuronidasa durante 30 min a 37 °C para la

digestion enzimatica. Posteriormente, la muestra se lavdo con cRPMI, las células se
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filtraron, se resuspendieron y se contaron siguiendo el protocolo anterior en

condiciones de esterilidad.

7.3.4 Descalcificacion del tejido a incluir en parafina
Para el analisis histopatologico del actinomicetoma, se llevd a cabo un proceso de
descalcificacion quimica del tejido a analizar. Los fragmentos del actinomicetoma se

sumergieron en la solucion descalcificadora y se incubaron a 4 °C.

Con la finalidad de asegurar una quelacion eficiente y continua de los iones de calcio,
sin comprometer la antigenicidad ni la integridad estructural del grano actinomicotico,
se realizaron recambios diarios de la solucion descalcificadora durante un periodo

continuo de 14 dias previos a su inclusion en parafina.

7.4 Analisis ex vivo de muestras obtenidas del modelo in vivo

7.4.1 Evaluacion de la carga bacteriana de N. brasiliensis

La carga bacteriana en los cojinetes plantares de los ratones se cuantifico realizando
diluciones seriadas de la suspension celular en SSN (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000), las
cuales se sembraron por triplicado en agar BHI; esto se llevd en condiciones de

esterilidad.

Después de un periodo de incubacion de una semana a 37 °C, se contaron manualmente

las colonias de N. brasiliensis, lo que permitio calcular las UFC por gramo (g) de tejido.

7.4.2 Inmunofenotipo de células T y mieloides por citometria de flujo
A partir de las suspensiones celulares obtenidas de los tres tejidos, se tomaron 10°
células/ml provenientes de ratones individuales, se incubaron con anticuerpos

monoclonales conjugados para citometria de flujo.
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Estas células se tifieron para marcadores de superficie celular con el fin de identificar
poblaciones linfocitarias mediante el reconocimiento de CD3, CD4, CD8a y CD279
(PD-1). Para las poblaciones mieloides, en un tubo separado, se utilizaron los
marcadores de superficie para CD45, Ly6G, F4/80 y CD274 (PD-L1), y se incubaron
durante 30 min a 4 °C en oscuridad, se lavaron y se resuspendieron en 500 pul de cRPMI.
Se adquiri6 un total de 100000 eventos por muestra utilizando un citdémetro LSR
Fortessa, y la estrategia de seleccion se gener6 manualmente utilizando controles de
fluorescencia menos uno o FMO (Fluorescence Minus One) para la identificacion de
poblaciones de leucocitos, asi como control de viabilidad con la tincidon con 7-
aminoactinomicina D (7-AAD) con el software FACSDiva (Figura 7. Estrategias de
seleccion por citometria de flujo (gating) para la identificacion de poblaciones celulares
linfoides y mieloides, Figura 8. Evaluacion de la expresion de PD-1 y PD-L1 en
subpoblaciones leucocitarias mediante citometria de flujo, Figura 9. Evaluacion de la
expresion en MFI de PD-1 y PD-L1 y ntimero de células positivas al eje de punto de

control en subpoblaciones leucocitarias mediante citometria de flujo ).
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Figura 7. Estrategias de seleccion por citometria de flujo (gating) para la
identificacion de poblaciones celulares linfoides y mieloides

Representacion secuencial del andlisis jerarquico de subpoblaciones leucocitarias
obtenidas a partir de suspensiones celulares murinas obtenidos con FACSDiva. A)
panel linfoide. B) Panel mieloide.
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Figura 8. Evaluacion de la expresion de PD-1 y PD-L1 en subpoblaciones
leucocitarias mediante citometria de flujo

Histogramas representativos que muestran los niveles de expresion (MFI) de los puntos
de control inmunitario en esplenocitos murinos obtenidos con FACSDiva. A) Panel
linfoide para la evaluacion de PD-1. B) Panel mieloide: para la evaluacion del ligando
PD-L1. Las flechas indican la secuencia del analisis jerarquico a partir de la poblacion
(bulk).
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Figura 9. Evaluacion de la expresion en MFI de PD-1y PD-L1 y nimero de células
positivas al eje de punto de control en subpoblaciones leucocitarias mediante
citometria de flujo

Histogramas representativos de los puntos de corte establecidos mediante los controles
FMO (Fluorescence minus one) obtenidos con FACSDiva. A) Panel Linfoide para la
evaluacion de PD-1. B) Panel Mieloide: para la evaluacion del ligando PD-L1. Las
flechas indican la secuencia del andlisis jerarquico a partir de la poblacion.
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7.4.2.1 Estrategia de gating para linfocitos T

Los linfocitos se seleccionaron en una ventana utilizando la altura versus el area de la
dispersion frontal (FSC-H y FSC-A, respectivamente) para seleccionar eventos tinicos
o singlets, seguido de una ventana de FSC-A versus el area de dispersion lateral (SSC-
A) para seleccionar los eventos correspondientes a células y descartar detritos

celulares.

Las células CD3+ (linfocitos T) se identificaron en la poblacion de células
mononucleares, y los porcentajes de linfocitos T CD4+ cooperadores y de linfocitos T
CD8+ citotoxicos se calcularon en relacion con el total de células CD3+. A partir de
las poblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+, se desplegd un gate para cuantificar el
nimero de células positivas para PD-1, asi como un histograma para visualizar la
intensidad media de fluorescencia o MFI (Median Fluorescence Intensity), empleando

el control FMO para definir las poblaciones positivas a los marcadores mencionados.

7.4.2.2 Estrategia de gating para células mieloides

Para el analisis mieloide, los leucocitos CD45+ se seleccionaron a partir de los singlets
y luego se analizaron mediante FSC-A vs SSC-A. Los neutrofilos se identificaron como
células Ly6G+, mientras que los macrofagos se definieron como células F4/80+; estos

se seleccionaron a partir de las CD45+ en gates individuales.

Los porcentajes se expresaron en relacion con el total de leucocitos CD45+. Se
utilizaron controles de fluorescencia menos uno (FMO) para definir las poblaciones

positivas a los marcadores mencionados. A partir de las poblaciones celulares
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mencionadas, se desplegd un gate para cuantificar el nimero de células positivas para

PD-L1, asi como un histograma para visualizar la MFI.

7.4.3 Analisis multiplex de citocinas séricas por citometria de flujo

El ensayo se realiz6 con suero obtenido de sangre extraida mediante puncion cardiaca
en intervalos de tiempo especificos. Se siguio estrictamente la metodologia descrita en
el kit de citometria de perlas en suspension o CBA (Cytometric Bead Array) Mouse

Inflammation Kit.

La cuantificacion de citocinas se realizdo con el citometro BD LSR Fortessa y el
software FACSDiva para la adquisicion de eventos. El andlisis de datos se ejecutd
utilizando el software CBA Analysis Software para determinar la concentracion de cada
citocina: IL-6, IL-10 e IL-12p70, el ligando de quimiocina con motivo C-C 2 (CCL2),
también conocido como MCP-1, IFN-y y TNF, en pg/ml, con referencia en la curva
derivada de estandares comerciales que abarcan concentraciones de 20 a 5000 pg/ml.

Se capturaron un total de 6000 eventos.

7.4.4 Histopatologia del tejido infectado

7.4.4.1 Obtencion de la biopsia, tincion y montaje.

Una biopsia de tejido del cojinete plantar infectado, con dimensiones minimas de 0.5
cm X (0.5 cm, se deshidratd y se embebi6 en parafina segiin procedimientos estandar.
Los bloques de tejido se cortaron en secciones de 4 um de grosor y se montaron en
portaobjetos para la tincion con hematoxilina y eosina (H&E); adicionalmente se

montaron cortes en laminillas silanizadas con carga positiva para analisis posteriores.

51



7.4.4.2 Tincion con H&E
Las secciones de tejido de 4 um de grosor montadas previamente se desparafinaron en

dos baiios sucesivos de xileno durante 10 min cada uno.

Posteriormente, las muestras se rehidrataron en una serie decreciente de
concentraciones de etanol (absoluto, al 95% y al 70%) por un periodo de 3 min en cada

paso, finalizando con un enjuague en agua destilada durante 3 min.

La tincion nuclear se llevd a cabo por inmersion en hematoxilina de Harris durante un
tiempo Optimo de 3 a 5 min; tras un lavado con agua destilada para retirar el exceso de

colorante, el viraje de los nucleos se realizé en agua corriente durante 1 minuto.

Posteriormente, la tincidon citoplasmatica se ejecutdé mediante la incubacion de los
cortes en eosina alcohodlica de 1 a 3 min. Concluido este paso, el tejido se someti6 a
una deshidratacion rapida a través de un cambio en etanol al 95% por 1 minuto y dos

cambios en etanol absoluto por 2 min cada uno.

Finalmente, las preparaciones se diafanizaron en dos bafios de xileno de 5 min cada
uno y se fijaron con resina sintética mediante el empleo de cubreobjetos largos para su

posterior analisis microscopico.

7.4.4.3 Evaluacion por patologia

Dos médicos especialistas en patologia, cegados a los grupos experimentales,
evaluaron las lesiones en ocho campos y asignaron un sistema de puntuacioén
semicuantitativo basado en los siguientes criterios: ausencia del hallazgo (nulo),
presencia escasa (+ = 1), presencia moderada (++ = 2) y presencia abundante (+++ =
3).
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Los hallazgos evaluados comprendieron la infiltracion celular, incluyendo PMN,
linfocitos, células plasmaticas, fibroblastos y células espumosas; ademas se evaluaron
datos patologicos del tejido como edema, congestion vascular, necrosis, paniculitis e
inflamacién perineural; y signos directos de infeccion, incluyendo la presencia de
microabscesos y granos bacterianos. Esta evaluacion se realizé en el Departamento de

Patologia de la Facultad de Medicina, UANL.

7.4.4.4 Morfometria de los granos bacterianos

Las secciones de biopsia de tejido (actinomicetoma) se tifieron con H&E y
posteriormente se examinaron utilizando un microscopio digital equipado con una
camara. Las imagenes se obtuvieron con aumentos de 10X y 40X, empleando el
software Motic Images Plus 3. Los granos bacterianos se identificaron de acuerdo con

sus caracteristicas morfoldgicas distintivas.

Para el analisis morfométrico, se seleccionaron y contaron manualmente todos los
granos visibles dentro de la seccion de tejido, y se cuantifico su 4rea (um?) y perimetro
(um) utilizando las herramientas de medicion integradas del software, siguiendo los

procedimientos de calibracion del proveedor.
El indice de circularidad fue calculado con la siguiente formula:

. ) ) 4m X area
Indice de circularidad = ——
perimetro

Los granos que se intersecaban con los bordes de la imagen fueron excluidos para evitar

mediciones parciales.

53



7.5 Ensayos funcionales in vitro

7.5.1 Ensayo de proliferacion con CFSE en esplenocitos de raton BALB/c

7.5.1.1 Aislamiento celular
Los bazos de ratones BALB/c, con actinomicetoma de 100 dpi y controles sanos, se
obtuvieron en condiciones estériles y se colocaron en 5 ml de cRPMI frio. El tejido se

disgregd mecénicamente en un tamiz de 70 pm y se agregaron en 10 ml de cRPML

La suspension celular se centrifugd a 1800 rpm durante 5 min a 4 °C y los eritrocitos
se lisaron mediante incubacidon con 1 ml de amortiguador de lisis amonio-cloruro-
potasio (ACK) durante 5 min a 4°C. La reaccion se neutralizé con 10 ml de cRPMI y
se centrifugd de nuevo. Las células se lavaron con amortiguador de fosfatos (PBS) y
se filtraron cuando fue necesario. La viabilidad minima, evaluada con la técnica de
exclusion con azul de tripano, para continuar con el experimento fue del 90%. La

concentracion celular se ajustd a 1-5 x 107 células/ml en PBS.

Las células mononucleares se separaron mediante un gradiente de densidad. Se
colocaron 3 ml de Ficoll-Paque en tubos conicos de 15 ml, y sobre este se afiadieron
cuidadosamente 6 ml de la suspension celular sin mezclar las fases. Las células se

centrifugaron a 1800 rpm durante 30 min sin freno, a 4°C.

La interfase blanquecina que contenia los mononucleares se recolecté con una pipeta
Pasteur y se transfirid a un tubo nuevo, al que se afiadieron 10 ml de cRPMI o de PBS.
Se centrifugo6 a 1800 rpm durante 8-10 min y se repitié un segundo lavado. Finalmente,

las células se resuspendieron en cRPMI.
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7.5.1.2 Tincion con carboxifluoresceina (CFSE)

Para el marcaje de células mononucleares con CFSE, se ajustaron a 1x107 células/ml
en PBS precalentado a 37 °C en incubadora. El CFSE se afiadié a concentraciones
finales de 5 uM y se incubd durante 10 min a 37 °C la incubadora, siempre protegido
de la luz, e invirtiendo suavemente cada 3-4 min. La reaccion se detuvo anadiendo 5
volimenes de cRPMI frio y se incubd 5 min en hielo. Las células se centrifugaron y
lavaron dos veces con cRPMI, y finalmente se ajustaron a una densidad de 2.5x10°¢

células/ml para la siembra.

7.5.1.3 Cultivo celular de esplenocitos de ratén BALB/c y estimulacion celular
con mitégeno
Las células se sembraron en una placa de 96 pozos con fondo en U, con un volumen
de 100 pL de la suspension (2.5 x 10° células por pozo). Posteriormente, se afiadieron
100 pL de medio cRPMI, asi como el estimulante concanavalina A (ConA) a
concentracion de 5 pg/ml, con o sin atezolizumab a una concentracion de 10 pg/ml,
alcanzando el volumen final de 200 pl por pozo. Las células se incubaron durante 72
horas a 37 °C con 5 % de CO.. Se incluyeron controles de células en medio solo (sin
estimulo) y de estimulo inicial a las 24 horas. Todas las condiciones se realizaron por

triplicado.

Al finalizar el experimento, se recolectaron las células de tres pozos que cumplian con
las mismas variables, se colocaron en tubos para citometria, y se afiadio 1 ml de PBS.
Los tubos se centrifugaron a 1800 rpm para realizar un paso de lavado; al finalizar, se
decantaron los tubos y las células se resuspendieron en 500 pl para su lectura por

citometria de flujo.
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7.5.1.4 Adquisicion de eventos y analisis de datos

Las muestras se adquirieron en un citdometro de flujo, con un minimo de 500000
eventos en total. El anélisis de datos se realizd en el software FACSDiva asi como por
ModFit LT, mediante una estrategia de seleccion que excluyé dobletes, y selecciond
las células individuales (FSC-H vs FSC-A), seguida de la seleccién de la poblacion
linfocitaria (FSC-A vs SSC-A). Se incluyeron los siguientes controles: células sin teiiir,
control 7-AAD y control FMO para CFSE (Figura 10. Estrategia de analisis de

proliferacion por CFSE ).
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Figura 10. Estrategia de analisis de proliferacion por CFSE
Izquierda: Histogramas de fluorescencia de CFSE en células no estimuladas (control)
vs estimuladas con ConA obtenidos de FACSDiva. Derecha: Analisis de generaciones

mediante ModFit LT.

En la poblacion objetivo, se analizé la dilucion de CFSE para determinar el porcentaje
de células que se dividieron, el indice de proliferacion y el nimero de divisiones. Se

calculd el indice de estimulacion con la siguiente formula 27

Indice de proliferacion ConA

indice de estimulacién = — - —
Indice de proliferacion basal
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7.5.2 Ensayo de adhesion de neutrofilos en camara de Boyden modificada

7.5.2.1 Aislamiento celular

Los bazos de ratones BALB/c, con actinomicetoma de 100 dpi y controles sanos, se
obtuvieron en condiciones estériles. Se prepard una suspension celular segun lo ya
descrito en el protocolo anterior, sin realizar la separacion por gradiente de densidad.

Se ajusto la suspension a una concentracion de 1 x 10 células/ml en medio cRPML

7.5.2.2 Bloqueo de PD-L1
La suspension celular se incubd con atezolizumab 50 pg/ml, por 1 hora a 37 °C, en una
atmosfera de 5% CO,. Adicionalmente, se agreg6 un grupo control que fue incubado

con PBS. Al término, se realiz6 un lavado y las células se resuspendieron en cRPMI.

7.5.2.3 Preparacion del quimioatrayente
Como fuente de quimioatrayente se utilizd una suspension de N. brasiliensis. Se
prepard a partir de un cultivo de 6 dias, el cual fue inactivado por calor, a 65°C por 45

min. Después, este cultivo se ajusto al estdndar 1 de McFarland.

Se tomaron 500 pl de la suspension, y se agregaron con 500 pl de amortiguador
Veronal y 700 pl de solucion de Geys, obteniendo un volumen final de 1.7 ml por
condicion en tubos conicos de 15 ml. Se utilizo PBS para sustituir la suspension celular

en el caso del control negativo.

7.5.2.4 Configuracion de la camara de Boyden
En la cdmara de Boyden limpia y seca, se coloco el filtro de nitrocelulosa con un poro
de 0.45 um, y se fij6 con la rosca del compartimento superior. La cdmara inferior se

llené con la mezcla quimioatrayente mediante una jeringa de 3 ml, inclinandola
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ligeramente para evitar la formacion de burbujas, dejando un volumen remanente de

0.5 ml por dispensar.

Posteriormente, se depositaron simultaneamente 0.5 ml de la suspension celular (5 x
10° células/ml) en la camara superior mientras se completaba el llenado de la caAmara
inferior con los ultimos 0.5 ml de la mezcla quimioatrayente (Figura 11.
Representacion esquematica de la configuracion de la camara de Boyden modificada
para el ensayo de adhesion ). Las camaras se cubrieron con cubreobjetos largos para

evitar la evaporacion y se incubaron a 37 °C con 5 % de CO: durante una hora.

Adicién del estimulo |

| T
l 35 | Esplenocitos

)
@ O@@

. N. brasiliensis
“... | inactivada por calor

Filtro de nitrocelulosa
Poro de 0.45 pm

l Camara de Boyden

Figura 11. Representacion esquematica de la configuracion de la camara de
Boyden modificada para el ensayo de adhesion

Esquema metodologico que ilustra el ensamble y el gradiente quimico establecidos
para evaluar la migracion celular in vitro. A la izquierda se detalla la estructura del
dispositivo, destacando el canal de adicion del estimulo quimioatrayente hacia el
compartimento inferior. El recuadro central muestra la seccion transversal ampliada
del sistema de pozos, donde el compartimento superior contiene la suspension de
esplenocitos en medio de cultivo, separado de la cdmara inferior (que contiene la
suspension de N. brasiliensis inactivada por calor como quimioatrayente directo)
mediante un filtro intermedio de nitrocelulosa con un tamafio de poro de 0.45 pm
(detalle a la derecha). Las flechas indican el flujo y la direccion del gradiente
quimiotactico. La representacion grafica de la camara de Boyden fue elaborada con
Gemini https://gemini.google.com/.
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7.5.2.5 Tincion del filtro

Transcurrido el tiempo de incubacion, se desmontaron las cémaras, se retird el
sobrenadante con pipeta y los filtros se tifieron con H&E. Los filtros se montaron en
portaobjetos con resina, orientando el filtro con el lado que contenia las células hacia

el observador, y encima se coloc6 un cubreobjetos para sellarlo.

7.5.2.6 Conteo celular

Se contd manualmente el total de células adheridas en 10 campos por filtro, y se obtuvo
el promedio. Se examinaron utilizando un microscopio digital equipado con una
camara. Las imagenes se obtuvieron con aumentos de 10X, empleando el software

Motic Images Plus 3.
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7.6 Analisis estadistico
La distribucion de los datos se evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Los valores

atipicos (outliers) se identificaron y excluyeron utilizando el método ROUT (Q =1 %)).

Las estadisticas descriptivas se presentan como media + error estandar de la media
(SEM) para datos paramétricos, o como mediana y rango intercuartil (IQR) para datos

no paramétricos, utilizando la misma escala para cada variable biologica.

Para la estadistica inferencial, las comparaciones entre dos grupos se realizaron
mediante la prueba t de Student para muestras independientes. Para comparaciones de
multiples grupos, se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de la
prueba post hoc de Tukey para datos paramétricos, mientras que para datos no
paramétricos se empled la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba de

comparaciones multiples de Dunn.

La significancia estadistica se defini6 como p < 0.05. Los valores estadisticamente
significativos se representan como: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 y ****p <

0.0001. El andlisis se realizé utilizando GraphPad Prism.
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8 RESULTADOS

8.1 Evaluacion clinica del modelo de actinomicetoma por Nocardia
brasiliensis

La progresion de la lesion a lo largo del tiempo se caracterizO por una trayectoria

consistente con la historia natural de los patrones de lesion por micetoma (Figura 12.

Cinética de la lesion en el modelo experimental de actinomicetoma ). La evolucion

clinica del micetoma reveld fases distintas.

Durante la fase aguda, se observo hiperemia localizada, eritema, edema y la formacion
de un ndédulo cuténeo en el sitio de inoculacion, que culminaron en un volumen maximo
de la lesion a los 5 dpi (0.3433 cm? £+ 0.0202 cm?, 402.80% =+ 27.89% de cambio de
volumen con respecto a los niveles basales). A los 25 dpi, los signos de inflamacioén
disminuyeron (volumen de la lesion: 0.1236 cm® = 0.0057 cm?, 73.63% =+ 9.36%),

aunque persistio una induracion residual.

Se observo un resurgimiento de la inflamacion entre los 30 y 45 dpi, caracterizado por

edema intermitente, exudacion serosa y formacion temprana de trayectos fistulosos.

La fase cronica (70 a 100 dpi) se definié por una estabilidad clinica: el volumen de la
lesion se estabilizo a los 70 dpi (volumen de la lesion: 0.3954 cm® + 0.0241 cm?,
349.40% + 64.55%), con fluctuaciones transitorias y no significativas a los 100 dpi
(volumen de la lesion: 0.4253 cm?® + 0.0482 cm?, 523.90% + 74.78%). En esta fase
crénica se observaron abscesos supurativos, trayectos fistulosos, senos dérmicos que
drenaban material seropurulento, granulos blancos macroscopicos y la deformacion

caracteristica de la extremidad.
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En la Figura 12. Cinética de la lesion en el modelo experimental de actinomicetoma,
se muestra un resumen grafico de estos cambios en el tamafio de la lesion en

comparacion con el volumen de base antes de la infeccion.
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Figura 12. Cinética de la lesion en el modelo experimental de actinomicetoma

A) Fotografias representativas de la evolucion clinica de la lesion, mostrando el control
sin infeccion (0 dpi), la fase aguda (5 dpi, n=12), de resolucién parcial (20 dpi, n=12)
y cronica (70 y 100 dpi, n=12). B) Representacion esquematica de la progresion de la
lesion a lo largo del tiempo. C) Cuantificacion del cambio porcentual en el volumen
del cojinete plantar en relacion con el valor basal preinfeccion (n=6). Los datos fueron
agrupados a partir de dos experimentos independientes. Los datos se presentan como
media + SEM. Las comparaciones estadisticas se realizaron mediante un analisis de
varianza (ANOVA) de una via seguido de la prueba post-hoc de Tukey. DPI= dias post
infeccion; CS= control sano; N.b.=Nocardia brasiliensis.

Todos los animales se mantuvieron dentro del rango permitido para continuar con el
experimento (Figura 13. Peso corporal de los animales infectados). A los 70 dpi, los
animales infectados mostraron una disminucion significativa en el peso corporal en
comparacion con los controles sanos, aunque el cambio porcentual fue de 3.58% =

3.059%. A los 100 dpi, el cambio porcentual fue de 12.24% + 3.687% .
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Figura 13. Peso corporal de los animales infectados

A) Ninglin animal presentd pérdida de peso suficiente para excluirlo del experimento.
B) Se observé una disminucion en el grupo infectado a 70 dpi en comparacion con los
controles sanos (n=6 por grupo). Los datos fueron agrupados a partir de dos
experimentos independientes. Los datos se presentan como media £+ SEM. Las
comparaciones estadisticas se realizaron con ANOVA de una via seguido de la prueba
post-hoc de Tukey. DPI= dias postinfeccion; CS= control sano.

Los tejidos obtenidos y procesados se pesaron para analisis posteriores, incluidos el
cojinete plantar (sitio de la lesion), el ganglio linfatico popliteo (drenante de la

extremidad infectada) y el bazo (6rgano linfoide sistémico).

El peso del cojinete plantar (Figura 14. Peso de los tejidos obtenidos del modelo
experimental de actinomicetoma por Nocardia brasiliensis ) mostré6 un aumento
progresivo y significativo en los animales infectados en comparacion con los no
infectados. El tejido sano presentd un peso de 0.1985 g (rango intercuartil, IQR: 0.1990
—0.2000). A los 70 dpi el peso aumento6 a 0.8167 g (0.6750 — 0.9750), mientras que a
los 100 dpi alcanz6 1.917 g (0.5000 — 3.025). Se encontraron diferencias significativas

entre el grupo sano y de la fase cronica de los animales infectados.
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El peso del ganglio linfatico popliteo en animales sanos fue de 0.0208 g + 0.0022. A
los 70 dpi se observé un aumento significativo a 0.0850 g = 0.0099, y a los 100 dpi se
mantuvo elevado (0.0750 g + 0.0076). Ambos puntos de la fase cronica fueron

significativamente diferentes respecto al control sano.

El peso del bazo en animales sanos fue de 0.1048 g £ 0.0016. A los 70 dpi se observo

un incremento a 0.4977 g + 0.0650, y a los 100 dpi se encontré un aumento (0.5660 g

+0.1468).
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Figura 14. Peso de los tejidos obtenidos del modelo experimental de
actinomicetoma por Nocardia brasiliensis

A) Peso del cojinete plantar. B) Peso del ganglio linfatico popliteo. C) Peso del bazo.
(n=6 por grupo). Los datos fueron agrupados a partir de dos experimentos
independientes y se presentan como media + SEM. Las comparaciones estadisticas se
realizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis con post-hoc de Dunn para el cojinete
plantar (A) y mediante ANOVA de una via con post-hoc de Tukey para el ganglio
linfatico y el bazo (B y C). DPI= dias post infeccion; CS= control sano
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8.2 Cuantificacion de la carga bacteriana de N. brasiliensis en el tejido

infectado
Se cuantificaron las UFC/g de N. brasiliensis en el cojinete plantar de los animales
infectados. En los controles sanos no se detectaron UFC (Figura 15. Carga bacteriana

de N. brasiliensis en el cojinete plantar).

A los 70 dpi, la carga bacteriana fue de 133.0 UFC/g (66.7 — 141.5). A los 100 dpi, se
observo un aumento sustancial de la carga bacteriana, alcanzando 2170 UFC/g (1458

—2170). Se encontrd una diferencia significativa entre ambos grupos de la fase cronica.

Es importante destacar que el aspecto externo de la lesion observada
macroscopicamente no refleja los cambios en la carga bacteriana interna del tejido.
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Figura 15. Carga bacteriana de V. brasiliensis en el cojinete plantar

Cuantificacion de la carga bacteriana a los 100 dpi en comparacion con los 70 dpi. (n=6
por grupo). Los datos fueron agrupados a partir de dos experimentos independientes.
Los datos se presentan como min y max. La comparacion estadistica se realizo
mediante la prueba U de Mann-Whitney. DPI= dias post infeccion; CS= control sano.
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8.3 Evaluacion histopatologica del actinomicetoma en el modelo
experimental

Patdlogos certificados, cegados a los grupos experimentales, evaluaron las lesiones en

ocho campos por muestra y asignaron un sistema de puntuacion semicuantitativo.

No se observaron cambios en la proporcion del infiltrado celular entre ambos tiempos
de la fase cronica. Tanto a los 70 como a los 100 dpi, se observé un alto nimero de
células PMN en la lesion, acompanado de un escaso infiltrado de células
mononucleares en todos los tiempos evaluados. Se reportd un aumento significativo
entre los 70 y 100 dpi en los siguientes hallazgos patoldgicos: necrosis, paniculitis,
inflamacion perineural, nimero de microabscesos y granos bacterianos (Figura 16.
Evaluacién semicuantitativa de hallazgos patoldgicos en el tejido infectado con N.

brasiliensis).

Histopatologia del actinomicetoma
- PMN 3

Linfocitos
Infiltrado

Cél. plasmaticas
celular

Macrofagos espumosos
- Fibroblastos
- Edema

) Congestién vascular
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o Necrosis
patologicos

Paniculitis

— Inflamacidn perineural

. Microabscesos
Infeccion

Granos bacterianos

DPI

Figura 16. Evaluacion semicuantitativa de hallazgos patologicos en el tejido
infectado con N. brasiliensis

La puntuacion se asignd segun: ausencia (0), escasa (+=1), moderada (++=2) y
abundante (+++=3). n=6 por grupo, dos experimentos independientes. Se presentan las
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medias de cada grupo. Comparacion estadistica empleando ANOVA de dos vias. DPI=
dias post infeccion.

8.3.1 Organizacion arquitectonica de los microabscesos granulomatosos en el
curso natural de la infeccion

Con la finalidad de caracterizar los mecanismos de compartimentalizaciéon e

histogénesis lesional en condiciones basales, se analizaron los focos inflamatorios

dérmicos en los animales durante la etapa cronica de la infeccion.

El escrutinio histopatologico demostrd que el sistema inmune del hospedero retiene la
capacidad de estructurar una respuesta granulomatosa cronica altamente organizada y
circunscrita (Figura 17. Microabsceso granulomatoso cronico por N. brasiliensis en el

modelo de actinomicetoma).

Los microabscesos examinados se localizaron en la dermis reticular y el plano
hipodérmico adyacente. Presentaron una disposicion arquitectonica concéntrica y
simétrica delimitada. En el centro lesional se identificaron granos bacterianos de

morfologia lobulada, compactos y de aspecto anfofilo a eosinofilo.

Inmediatamente adyacente a la periferia de la lesion, se observo un nicleo hipercelular
denso compuesto por leucocitos PMN en diferentes estadios de degeneracion y
cariorrexis. También se identificd un notorio anillo periférico, dpticamente claro, que
circunscribia de manera continua a este foco central. Este cinturén hialino corresponde
a la acumulaciéon y ordenamiento concéntrico de macrofagos hipertroficos con
diferenciacion a célula espumosa, marcando la interfase de transicion hacia la

cronicidad organizada.
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Finalmente, el limite externo del microabsceso estuvo constituido por una densa
capsula de infiltrado mononuclear, compuesta de forma mixta por linfocitos, células

plasmaticas diferenciadas y fibroblastos estromales.

Figura 17. Microabsceso granulomatoso cronico por N. brasiliensis en el modelo
de actinomicetoma

Tincion con H&E (40X). Micrografia representativa de la arquitectura
compartimentalizada del microabsceso. Barra de escala: 200 pm.
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8.3.2 Fenomeno Splendore - Hoeppli en la periferia del grano bacteriano
En el andlisis histopatologico del nticleo lesional, se constatd la presencia del grano
bacteriano caracteristico de la infeccion por N. brasiliensis, constituido por un

conglomerado central denso de naturaleza anfo6fila a predominantemente basofila.

En la periferia inmediata de esta estructura bacteriana, se identificd de forma nitida la
instauracion del fenémeno de Splendore-Hoeppli (Figura 18. Fenoémeno de Splendore-
Hoeppli). Este rasgo inmunopatologico se caracteriza por el depdsito concéntrico y
continuo de un material acelular, homogéneo y fuertemente eosinofilo, que se organiza

en proyecciones radiales bien delimitadas, en forma de clavas o mazas.

Dicha corona hialina periférica delimita la interfase entre los filamentos
actinomicetales y el microambiente celular del hospedero, correspondiendo a la
precipitacion masiva de complejos inmunes, proteinas de la cascada del complemento

y glucoproteinas derivadas del estroma tisular.

Rodeando de forma difusa a esta barrera acelular, se observo un denso infiltrado
inflamatorio supurativo compuesto predominantemente por PMN. Asimismo, en el
espacio intersticial adyacente a la corona de Splendore-Hoeppli, se aprecié una matriz

laxa con material fibrilar eosino6filo tenue.
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Figura 18. Fenomeno de Splendore-Hoeppli

Tincion con H&E (40X y 100x). Izq: El grano bacteriano se caracteriza por una matriz
densa correspondiente a los conglomerados de filamentos bacterianos ramificados
(flecha). Der: Aumento de la micrografia evidencia el detalle del fendémeno
mencionado (flechas azules). Barra de escala: A =50 um; B =10 um.

8.3.3 Necrosis central en el grano bacteriano

Con la finalidad de caracterizar el nucleo de la infeccion y la magnitud del dafio tisular
focalizado, se examinaron las areas centrales de los microabscesos. El analisis
histopatologico confirm6é de manera consistente la instauracion de un proceso de
necrosis supurativa central, el cual sustituye por completo la arquitectura del estroma

nativo de la dermis del hospedero (Figura 19. Foco de necrosis supurativa central).

Se document6 la formacion de areas Opticamente palidas, ricas en material amorfo y

restos de membranas.

Rodeando estos focos infecciosos de forma concéntrica, se constatd un denso y masivo
manto celular purulento. Esta poblacion protectora estd integrada por millones de
leucocitos PMN en diferentes estadios celulares, que muestran, de forma generalizada,

condensacion nuclear (picnosis) y fragmentacion cromatinica difusa (cariorrexis).
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Figura 19. Foco de necrosis supurativa central

Tincion con H&E (40X). Centro necroético, hipertréfico y compacto, que exhibe un
grano bacteriano de N. brasiliensis (flecha amarilla), rodeado por un halo de
licuefaccion tisular y detritos celulares (flechas azules), delimitado externamente por
una densa masa de PMN en degeneracion (flechas rojas). Barras de escala: 50 pm.

8.3.4 Infiltrado denso de leucocitos PMN en el nucleo de la lesion
Las células se localizan en la periferia del grano actinomicoético, que estuvo constituido
por una densa masa celular de PMN (Figura 20. Infiltrado de PMN en el nucleo

lesional).

Estas células efectoras presentaron nucleos basofilos intensos con la configuracion
estructural tipica de la especie murina, destacando formas en anillo, bandas complejas

y segmentos interconectados.
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El analisis detallado de este infiltrado revel6 un estado de activacion y degeneracion
celular generalizado, evidenciado por la pérdida de la integridad de los limites
citoplasmaticos en multiples células y la presencia difusa de cuerpos apoptdticos,
nucleos picnéticos y fragmentos de cromatina libre (cariorrexis) en el espacio

intersticial.

Figura 20. Infiltrado de PMN en el niicleo lesional
Tincion con H&E (100X). Se ilustra la respuesta inmune innata celular adyacente al
grano bacteriano (flecha amarilla). Barra de escala: 10 pm.

8.3.5 Infiltrado leucocitario mixto con presencia de granulocitos y células
mononucleares

Paralelamente, en los bordes de disociacion tisular (Figura 21. Infiltrado mononuclear

mixto y evidencia de degranulacion ), el infiltrado mononuclear se mostr6 de caracter

mixto, compuesto por linfocitos de nticleo denso y macrdéfagos tisulares.
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Esta respuesta celular coexistié con evidencias de activacion de linajes granulociticos
de la inmunidad innata, demostrada mediante el hallazgo intersticial difuso de granulos
libres densamente eosinofilos y refringentes, compatibles con eventos de

degranulacién masiva de eosindfilos y/o células cebadas locales.

Figura 21. Infiltrado mononuclear mixto y evidencia de degranulacion

Tincion con H&E (100X). Se aprecian leucocitos mononucleares (flechas amarillas) y
cuerpos esféricos eosinoéfilos, indicativos de la degranulacién de las poblaciones
granulociticas de la inmunidad innata (flechas azules). Barra de escala: 10 pm.

8.3.6 Infiltrado mononuclear perilesional
Con el propdsito de evaluar la celularidad involucrada en la contencién del granuloma
actinomicdtico, se analizaron las areas periféricas a los granos bacterianos (Figura 22.

Respuesta de macrofagos espumosos).

De manera consistente en los diferentes especimenes evaluados, se constatd la

formaciéon de un cinturéon celular compuesto por macrofagos hipertroficos con
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diferenciacion hacia una morfologia espumosa. Estas poblaciones histiociticas de la
inmunidad innata celular se localizaron estratégicamente delimitando el nucleo

supurativo denso.

A nivel estructural, las células presentaron un aumento del citoplasma, caracterizado
por un patrén reticular Opticamente vacio o en encaje. Los nucleos de estos macrofagos
espumosos presentaron morfologias ovoides o circulares, de localizacion central o

excéntrica.

Figura 22. Respuesta de macréfagos espumosos

Tincion con H&E (40X). Se observa el cinturon de macréfagos espumosos en dos
especimenes independientes del modelo de actinomicetoma. Izq: Organizacion
concéntrica de macrofagos espumosos hipertroficos con citoplasma vacuolado en
encaje (flechas azules), adyacentes a un grano bacteriano (flecha amarilla). Der: Linaje
histiocitico espumoso en un segundo individuo, destacando la morfologia celular
circular bien delimitada y la persistencia de ntcleos densos centrales o desplazados,
rodeados por un infiltrado supurativo denso perilesional (flecha roja). Barras de escala:
50 pm.

En las zonas perilesionales estromales (Figura 23. Infiltrado mononuclear perilesional),
se identifican células que coinciden con la morfologia de células plasmaticas. Estas

poblaciones presentaron citoplasmas eosin6filos amplios con un notorio halo claro
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perinuclear y nucleos excéntricos con condensacion cromatinica periférica en

configuracion de rueda de carro.

Figura 23. Infiltrado mononuclear perilesional
Tincion con H&E (100X). En la periferia del granuloma se observan células
mononucleares. Barra de escala: 10 um.

8.3.7 Interfase dermo-epidérmica, reclutamiento e infiltracion por granulocitos
Con el fin de caracterizar los fenomenos de reclutamiento celular y las alteraciones en
el estroma adyacente a la barrera cutdnea, se examino la zona de transicion dermo-
epidérmica (Figura 24. Interfase dermo-epidérmica, reclutamiento vascular e

infiltracion por granulocitos).
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En los sectores vasculares periféricos a la lesion, se identificaron vénulas poscapilares

marcadamente dilatadas, con evidencia de reclutamiento leucocitario.

En el compartimento estromal adyacente, la matriz extracelular se mostré laxa y
edematosa, sirviendo de soporte para un infiltrado inflamatorio difuso compuesto

predominantemente por PMN.

Finalmente, se constatd la preservacion estructural del epitelio escamoso estratificado

correspondiente a la epidermis; no obstante, se apreci6 la migracion y el asentamiento

focal de los granulocitos en la zona de la membrana basal epitelial.

Figura 24. Interfase dermo-epidérmica, reclutamiento vascular e infiltracion por
granulocitos

Tincion con H&E (40X). Izq.: se delimita una estructura vascular que exhibe
fenomenos de migracion leucocitaria (flecha amarilla). Centro: el estroma dérmico laxo
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muestra un infiltrado celular difuso (flecha azul). Der.: se aprecia la arquitectura
organizada del epitelio escamoso estratificado (flecha roja). Barra de escala: 50 pm.

8.3.8 Respuesta fibroblastica en el modelo de actinomicetoma

Se analizaron los sectores de proliferacion conectiva dérmica. Por una parte, se
identificaron zonas de encapsulacion y fibrosis dérmica madura organizadas de forma
adyacente a los frentes epiteliales (Figura 25. Espectro morfoldgico de la respuesta

fibrobléstica y remodelacion estromal).

Este microambiente se caracterizd por el depdsito masivo y compacto de haces de
colageno densamente eosinofilos dispuestos de forma paralela a la superficie cutanea.
Inmersos en esta matriz, se constataron poblaciones estromales en estadios avanzados
de maduracion, morfolégicamente compatibles con fibrocitos, definidos por nucleos

fusiformes delgados altamente condensados y elongados.

Por otra parte, en areas de invasion activa y disociacion estromal profunda (Figura 25.
Espectro morfoldgico de la respuesta fibrobldstica y remodelacion estromal) se
evidencio la instauracion de un tejido de granulacion. A diferencia de las zonas
fibroticas densas, esta matriz se encontrd laxa y edematosa, con depodsitos
desorganizados de coldgeno. En este sector, los fibroblastos exhibieron una morfologia
activada (miofibroblastos), caracterizada por un incremento en el tamafio celular,

citoplasma ramificado y ntcleos ovoides vesiculosos de cromatina laxa.

Esta respuesta proliferativa celular coexistio de manera estrecha con eventos de

neovascularizacion, documentados mediante la proliferacion de yemas endoteliales y
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capilares de neoformacion delgados, asi como con un infiltrado persistente de células

inflamatorias mononucleares.

Figura 25. Espectro morfologico de la respuesta fibroblastica y remodelacion
estromal

Tincion con H&E (40X). Se presentan los dos estadios de la remodelacion de la matriz
extracelular dérmica. 1zq: Zona de fibrosis dérmica compacta (flecha amarilla). Der:
Tejido caracterizado por fibroblastos de nticleos vesiculosos ovoides (flechas azules).
Barras de escala: 50 pm.

8.3.9 [Edema intersticial en la dermis
Se evaluaron los cambios en la matriz conectiva dermo-hipodérmica. Se documento la
presencia de edema intersticial en la matriz dérmica de los animales infectados (Figura

26. Edema en la dermis profunda).

Este fenomeno se caracterizo por en una pérdida de la compactacion y homogeneidad
del tejido, exhibiendo haces de colageno dérmico y subcutaneo. Histolégicamente, esta
alteracion de la barrera endotelial se constaté mediante la presencia de vasos ectasicos

y congestionados adyacentes a las zonas de mayor laxitud.
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Asimismo, el andlisis del estroma reveld que el liquido de edema no se distribuye de

forma aislada, sino que diseca los planos tisulares profundos.

Figura 26. Edema en la dermis profunda
Tincion con H&E (4X). Edema evidenciado por la separacion de los haces de colageno
y el aspecto laxo del estroma (flechas amarillas). Barra de escala: 500 pm.

8.3.10 Congestion vascular perilesional

Se evaluo el lecho vascular perilesional y se demostro la vasodilatacion y congestion
vascular generalizada que compromete de forma simultdnea a los compartimentos
arterial, capilar y venuloso en el estroma de los animales infectados (Figura 27. Lecho

vascular periférico al actinomicetoma).
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En los vasos arteriales aferentes, se identificaron arteriolas con tanicas medias
musculares conservadas, pero con luces ectdsicas y totalmente empaquetadas por

masas compactas de eritrocitos refringentes.

De manera paralela, los compartimentos venosos de capacitancia y las vénulas

poscapilares presentaron dilatacion luminal con atrapamiento eritrocitario.

Figura 27. Lecho vascular periférico al actinomicetoma

Tincion con H&E (40X). Representacion del estado de congestion generalizada en el
estroma perilesional. Der: Arteriola cutanea de tinica media muscular prominente, con
luz distendida y un denso agregado de eritrocitos, rodeada por un infiltrado
inflamatorio (flecha amarilla). Izq: Compromiso difuso del lecho vascular (flechas
azules) en un estroma dérmico infiltrado. Barras de escala: 50 pm.

8.3.11 Paniculitis hipodérmica

Con el objetivo de esclarecer la progresion anatomica de la infecciéon hacia los
compartimentos subcutaneos y evaluar el dafio tisular en la grasa perilesional, se
analizaron los sectores hipodérmicos mediante cortes seriados (Figura 28. Espectro

anatomico de la paniculitis hipodérmica).
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Se observé un espectro de paniculitis mixta que se extiende desde los septos conectivos
hasta los lobulillos adiposos. El infiltrado inflamatorio denso diseca las uniones
conectivas interlobulillares de la hipodermis profunda, extendiéndose verticalmente

hacia la dermis reticular y la papilar subepitelial.

Esto se observo con mayor definicion compartimental en las fases septales de la lesion.
En estos sectores, los lobulillos grasos se presentaron inicialmente confinados y

delimitados por un denso infiltrado purulento.

Finalmente, se confirmo¢ la transicion hacia una paniculitis lobulillar difusa y severa.
Los leucocitos PMN y células mononucleares se observaron en el espacio intersticial
del lobulillo, disecando de forma individualizada las membranas celulares de los

adipocitos.

Figura 28. Espectro anatomico de la paniculitis hipodérmica

Tincion con H&E (10X y 40X). 1zq: Lobulillos grasos adyacentes a la barrera dérmica.
Centro: Paniculitis septal. Der: Paniculitis lobulillar. (Flechas amarillas). Barras de
escala: Ay B=200 um; C =50 pm.
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8.3.12 Infiltracion celular perineural
Se examinaron los trayectos nerviosos subcutdneos adyacentes al foco inflamatorio
con el propdsito de determinar el grado de afeccion del sistema nervioso periférico

(Figura 29. Compromiso neurovascular e infiltracion inflamatoria perineural).

Se identificaron cordones nerviosos de trayecto hipodérmico, delimitados por un

infiltrado inflamatorio celular concéntrico al perineuro.

Esta afeccion perineural coexistid estrechamente con alteraciones en los vasos
sanguineos que conforman los vasa nervorum locales. Los espacios vasculares
adyacentes a los trayectos nerviosos presentaron ectasia y congestion vascular masivas,

con espacios saturados de eritrocitos.

Figura 29. Compromiso neurovascular e infiltracion inflamatoria perineural
Tincion con H&E (10X y 40X). Izq: Filete nervioso periférico hipodérmico (flecha
amarilla) rodeado por un denso frente de infiltrado leucocitario celular. Centro: Detalle
del mismo filete nervioso. Der: Congestion vascular (flecha azul) e infiltracion
inflamatoria perineural (flecha roja). Barras de escala: A y C =200 um; B =50 um

8.3.13 Compromiso osteoarticular
Se evaluaron los planos anatdémicos profundos del miembro infectado. En los sectores
subyacentes al foco purulento principal, se document6 el bloqueo directo de estructuras

esqueléticas pequefias en proceso de remodelacion, compatibles con cortes
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transversales de elementos faldngicos u Oseos sésiles. Estas piezas anatdmicas
presentaron un nucleo central baséfilo de cartilago hialino con condrocitos viables
distribuidos en sus lagunas de matriz extracelular, delimitados por una corteza
periférica eosindfila y un canal de invasion vascular (Figura 30. Estructuras

osteocartilaginosas profundas).

El elemento osteocartilaginoso se encuentra completamente rodeado, de forma

concéntrica, por un denso y masivo manto hipercelular de infiltrado inflamatorio.

Figura 30. Estructuras osteocartilaginosas profundas

Tincion con H&E (10X y 40X). Elemento esquelético murino de morfologia circular
en proceso de osificacion endocondral, compuesto por un nucleo de cartilago hialino
(flecha amarilla) con condrocitos en lagunas (flecha azul). Barra de escala: 200 pm.

8.3.14 Osteomielitis crénica y remodelacion 6sea
El analisis del compartimento esquelético central en los animales confirmé la

formacion de un proceso de osteomielitis supurativa (Figura 31. Espectro
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histopatologico de osteomielitis supurativa cronica y remodelacion dsea destructiva

profunda).

La respuesta inmune celular invade el tejido dseo compacto y esponjoso de las falanges
y metatarsos murinos. A nivel intramedular, se document6 la pérdida de la arquitectura
de la médula 6sea hematopoyética y de la grasa nativa. Los espacios intertrabeculares
se observaron obliterados y reemplazados por un manto hipercelular, constituido por

leucocitos PMN, monocitos y detritos celulares.

La matriz 6sea mineralizada present6 fendmenos de osteolisis y resorcion Osea activa.
Las trabéculas 6seas residuales exhibieron bordes irregulares, delgados y festoneados,
con la presencia conspicua de lagunas de reabsorcion. Este frente litico provoco la
fragmentacion y el aislamiento de espiculas de matriz calcificada necrotica,

configurando la formacioén de secuestros 6seos inmersos en el material purulento.

Asimismo, el tejido o6seo cortical evidencid pérdida de continuidad y signos
microscopicos de microfracturas trabeculares secundarias a la desmineralizacion. Se

identificaron focos periféricos de reaccion peridstica e hileras de osteoblastos.

Las trabéculas de hueso esponjoso perdieron su revestimiento celular peridstico normal
y exhibieron signos de osteolisis y erosion Osea, manifestados a través de bordes
adelgazados e irregulares. Los espacios medulares trabeculares se presentaron

totalmente reemplazados por densas masas de infiltrado inflamatorio hipercelular.
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Figura 31. Espectro histopatologico de osteomielitis supurativa cronica y
remodelacion 0sea destructiva profunda

Tincion con H&E (10X). Arriba izq: Infiltracion leucocitaria difusa y obliteracion total
de los espacios medulares por un denso frente PMN (flecha amarilla), asociado a
adelgazamiento de las trabéculas dseas (flecha azul). Arriba der: Fenomenos de
osteodlisis y erosion de la matriz cortical con presencia de lagunas de reabsorcion e
islotes Oseos residuales (flecha roja). Abajo izq: Interfase de destruccion tisular
profunda donde coexisten frentes de necrosis intramedular (flecha amarilla) y
microfracturas trabeculares (flecha verde) secundarias a la pérdida de soporte mineral.
Abajo der: Foco de osteomielitis supurativa cronica profunda, evidenciado por
trabéculas de hueso esponjoso en proceso de erosion y osteodlisis (flecha amarilla), con
un reemplazo total de los espacios medulares por un infiltrado inflamatorio hipercelular
(flecha azul). Barras de escala: A - C =50 um; D =200 pum.
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8.3.15 Alteraciones en el sistema musculoesquelético profundo

Se examinaron los compartimentos musculoesqueléticos subyacentes a la hipodermis
(Figura 32. Miositis degenerativa y atrofia muscular). Se observo que la infeccion
crénica induce una destruccion pantisular que lesiona gravemente las fibras musculares

de la extremidad del hospedero.

En el analisis del tejido muscular esquelético en corte longitudinal se identificd miositis
degenerativa. Las fibras musculares situadas en la vecindad de la infeccion por N.
brasiliensis exhibieron una pérdida generalizada de sus estrias transversales
homeostaticas, acompafiada de vacuolizacion citoplasmatica, hialinizacion del
sarcoplasma y fendmenos de fragmentacion celular, coexistiendo con una infiltracion

difusa de leucocitos PMN en el endomisio.

Esta miopatia inflamatoria se complementd con un gradiente de atrofia muscular. Las
fibras musculares mas distantes conservaron su morfologia poligonal y
empaquetamiento normal; sin embargo, a medida que los fasciculos se aproximaban al
frente purulento denso, sufrieron una reduccion drastica y progresiva de su area

transversal, adoptando configuraciones pequeias y marcadamente anguladas.
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Figura 32. Miositis degenerativa y atrofia muscular

Tincion con H&E (10X y 40X). Izq: Miositis aguda en corte longitudinal, caracterizada
por la pérdida de estrias, hialinizacion (flecha azul) y fragmentacion de las fibras
musculares esqueléticas (flecha amarilla), acompafiadas de infiltracion leucocitaria
intersticial (flecha roja). Der: Gradiente de atrofia muscular en corte transversal; las
fibras adyacentes al frente inflamatorio crénico (flecha azul) exhiben una reduccioén
drastica de su didmetro y morfologia angulada (flecha amarilla). Barras de escala: A =
50 um; B =200 pm.

8.4 Analisis morfométrico del grano

Con la finalidad de determinar si los conglomerados bacterianos sufren modificaciones
estructurales durante el curso cronico de la infeccion, se realizd un analisis
morfométrico para evaluar el perimetro, el area y la forma de los granos de M.
brasiliensis en la etapa cronica (Figura 33. Andlisis morfométrico de los granos de N.

brasiliensis en la fase cronica del actinomicetoma experimental).

El andlisis del perimetro reveld que no hubo cambios significativos entre los 70 y 100
dpi. A los 70 dpi, el perimetro fue de 340.2 um (242.5 — 467.6), mientras que a los 100
dpi fue de 274 um (203.3 — 429.5). De manera similar, el area no mostré6 cambios
significativos entre ambos tiempos: a los 70 dpi fue de 4770 um? (2629 — 6305) y a los

100 dpi de 3477 pm? (1924 — 9191).
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En contraste con el perimetro y el area, se observaron cambios significativos en la
forma del grano. El indice de circularidad a los 70 dpi fue de 0.5173 (0.3584 — 0.8234),
mientras que a los 100 dpi aument6 a 0.6622 (0.4698 — 0.8633), indicando una
tendencia hacia una forma mas redondeada. Este hallazgo sugiere que, conforme
transcurre la infeccidon en la fase crénica, ocurre una remodelacion activa del grano

bacteriano.

El andlisis estadistico e histopatoldgico integrado reveld una correlacion temporal
significativa, demostrando que los granos bacterianos experimentan un proceso
continuo de remodelacion geométrica y compactacion que evoluciona hacia una mayor
circularidad a medida que progresa la cronicidad del modelo. A los 70 dpi, los granos
bacterianos presentaron una arquitectura inmadura e irregular, caracterizada por
contornos lobulados en forma de herradura u ovoides alargados. Esta morfologia inicial
de bajo indice de circularidad sugiere una fase de multiplicacion bacteriana a través de
los planos estromales de menor resistencia mecénica, donde el frente inflamatorio aun

se encuentra en proceso de organizacion.

Hacia los 100 dpi, se document6 una fase de reorganizacion estructural, en la cual los
granos bacterianos exhibieron una morfologia predominantemente bilobulada
compacta, evidenciando indicios de constriccidon y empaquetamiento secundario al

incremento de la densidad celular del infiltrado inflamatorio circundante.
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Figura 33. Analisis morfométrico de los granos de N. brasiliensis en la fase cronica
del actinomicetoma experimental

A) Perimetro del grano a 70 y 100 dpi. (B) Area del grano a 70 y 100 dpi. C) Indice de
circularidad a 70 y 100 dpi. n=6 animales de experimentacion por grupo, dos
experimentos independientes. El total de estructuras analizadas: 70 dpi= 90; 100 dpi=
46. Los datos se presentan como mediana (IQR). La comparacion estadistica se realizéd
por medio de la prueba U de Mann-Whitney. D) Micrografia representativa de granos
a 70 dpi mostrando arquitectura irregular y contornos lobulados. E) Micrografia
representativas de granos a 100 dpi, mostrando morfologia mas compacta y
redondeada. Tincion H&E 40X. Barra =50 pm. DPI= dias post infeccion; CS= control
sano.
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8.5 Inmunofenotipo del infiltrado celular en el actinomicetoma y organos
linfoides secundarios

Se realizo el calculo del porcentaje de linfocitos y células mieloides en el tejido

infectado (cojinete plantar). No se encontr infiltrado de linfocitos T en animales sanos,

por lo que las comparaciones se hicieron entre los dos puntos en el tiempo establecidos:

70 y 100 dpi (Figura 34. Inmunofenotipo del infiltrado celular en el actinomicetoma

experimental por N. brasiliensis).

A los 70 dpi se encontr6 un 0.6230% (0.4660 — 1.7140) de linfocitos CD3+, mientras
que a los 100 dpi fue de 0.7840% (0.5465 — 4.7710). No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos.

Los porcentajes de linfocitos CD4+ y CD8+ se calcularon con respecto al total de
linfocitos CD3+. Para los linfocitos CD4+, se encontr6 un 71.94% (+2.62) a los 70 dpi
y un 80.42% (£3.471) a los 100 dpi. Para los linfocitos CD8+, se encontr6 un 28.06%
(£2.624) alos 70 dpiy un 19.58% (£3.471) alos 100 dpi. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en ninguna de las dos subpoblaciones entre ambos

tiempos.

El porcentaje de neutrofilos se calculd con respecto a la poblacion total de CD45+. En
los controles sanos se encontrd una cantidad minima de células Ly6G+ (16.25% +
4.657). A los 70 dpi se observo un aumento significativo (90.61% =+ 4.082), que se
mantuvo a los 100 dpi (92.89% =+ 1.385). Ambos tiempos de infeccién fueron mayores

en comparacion con los valores encontrados en los controles sanos.
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En contraste con los neutréfilos, se encontrd una elevada proporcion de macrofagos en
el tejido de los controles sanos (43.05% + 8.493). Este valor fue significativamente
mayor en comparacion con lo observado a los 70 dpi (1.883% + 0.6410) y a los 100

dpi (0.9896% =+ 0.1980).
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Figura 34. Inmunofenotipo del infiltrado celular en el actinomicetoma
experimental por N. brasiliensis

A) Linfocitos CD3+. B) Subpoblaciones CD4+ y CD8+. C) Neutrofilos Ly6G+. D)
Macrofagos F4/80+. Los datos corresponden a n=6 animales por grupo, provenientes
de dos experimentos independientes. Se realizo la prueba de U de Mann-Whitney para
A. Para B y C se realiz6 la prueba de T de Student. Para D y E se realiz6 la prueba de
ANOVA de una via. Se muestra graficada la media + SEM. DPI= dias post infeccion;
CS= control sano.
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Se evalud el inmunofenotipo de las células presentes en el ganglio linfatico popliteo
drenante de la extremidad infectada (Figura 35. Inmunofenotipo de los linfocitos del
ganglio linfatico popliteo en el modelo experimental de actinomicetoma por N.

brasiliensis).

En los animales control sanos, el porcentaje de linfocitos CD3+ fue de 27.64%
(£1.484). A los 70 dpi se observo una disminucion significativa respecto al control
sano, con un valor de 8.402% (+0.8718). Esta disminucién se mantuvo a los 100 dpi,
con un valor de 9.090% (£1.856). No se observaron cambios significativos en la
proporcion de linfocitos CD4+ ni CD8+ a lo largo de la infeccion cronica. En los
controles sanos, el porcentaje de linfocitos CD4+ fue de 76.17% (+1.075), mientras

que a los 70 dpi fue de 73.22% (£1.643) y a los 100 dpi de 75.02% (£1.948).

En cuanto a los linfocitos CD8+, los controles sanos mostraron un porcentaje de
23.83% (£1.075), seguido de 26.78% (£1.643) a los 70 dpi y 24.98% (£1.948) a los
100 dpi. No se observaron diferencias entre los grupos en ninguna de las dos
subpoblaciones. Cabe sefialar que, para este 6rgano, no se analizaron las poblaciones

mieloides.
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Figura 35. Inmunofenotipo de los linfocitos del ganglio linfatico popliteo en el
modelo experimental de actinomicetoma por N. brasiliensis

A) Linfocitos CD3+. B) Subpoblaciones CD4+ y CD8+. C) Neutrofilos Ly6G+. D)
Macroéfagos F4/80+. Los datos corresponden a n=6 animales por grupo, provenientes
de dos experimentos independientes. Se realizo la prueba de U de Mann-Whitney para
A. Para By C se realizé la prueba de T de Student. Para D y E se realiz6 la prueba de
ANOVA de una via. Se muestra graficada la media + SEM. DPI= dias post infeccion;
CS= control sano.

Se evalué el inmunofenotipo de las células presentes en el bazo (Figura 36.
Inmunofenotipo de las células del bazo en el modelo experimental de actinomicetoma

por N. brasiliensis)

El porcentaje de linfocitos T CD3+ disminuy6 con el tiempo. Los controles sanos
presentaron 27.64% (£1.484), mientras que a los 70 dpi disminuy6 a 8.402% (+0.8718)

y a los 100 dpi se mantuvo en 9.090% (+1.856).

En el caso de los linfocitos CD4+, se observd un aumento del porcentaje con el paso
de la infeccion. Los controles sanos mostraron 69.02% (£2.372), aumentando a 78.22%
(x1.265)alos 70 dpiy a 81.11% (£1.994) a los 100 dpi. Por el contrario, los linfocitos
CD8+ mostraron una disminucion significativa durante la infeccion crénica. En los
controles sanos se observé un 30.98% (+2.372), que disminuy6 a 21.78% (£1.265) a

los 70 dpi y se mantuvo en valores similares a los 100 dpi, con 18.89% (£1.994).
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En la poblacion de neutréfilos se observod un aumento significativo, lo que podria
indicar una mielopoyesis extramedular. En los controles sanos se encontrd 5.124%
(£0.5558), mientras que a los 70 dpi aument6 a 48.36% (£1.509) y a los 100 dpi se

mantuvo elevado en 37.96% (£5.322).

Se observo una marcada disminucién de la poblacién de macrofagos con el transcurso
de la infeccion créonica. En los controles sanos se observo un 93.47% (+0.6172), que

disminuy¢ drasticamente a 9.117% (£0.5646) a los 70 dpi 'y a 6.256% (+0.6653) a los

100 dpi.
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Figura 36. Inmunofenotipo de las células del bazo en el modelo experimental de
actinomicetoma por N. brasiliensis

A) Linfocitos CD3+. B) Subpoblaciones CD4+. C) Subpoblaciones CD8+. D)
Neutrofilos Ly6G+. E) Macrofagos F4/80+. Los datos corresponden a n=6 animales
por grupo, provenientes de dos experimentos independientes. Para todos los andlisis se
realizo la prueba de ANOVA de una via. Se muestra graficada la media + SEM. DPI=
dias post infeccion; CS= control sano.
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8.6 Cuantificacion de citocinas séricas
Se analizaron los niveles séricos de diversas citocinas mediante la técnica CBA para
evaluar la respuesta inmune sistémica en el modelo experimental de actinomicetoma

(Figura 37. Cuantificacion de citocinas séricas).

No se observaron cambios sistémicos en las citocinas asociadas a la respuesta Thl.
Para IL-12p70, los valores fueron: control sano 2.078 pg/ml (0.000 — 119.7), 70 dpi
0.000 pg/ml (0.000 — 1.868) y 100 dpi 2.130 pg/ml (0.000 — 3.050), sin diferencias
significativas entre grupos. En el caso de IFN-y, se encontrd: control sano 1.386 pg/ml
(0.000 — 10.25), 70 dpi 1.640 pg/ml (1.430 — 1.918) y 100 dpi 1.610 pg/ml (1.118 —

1.903), sin diferencias significativas.

Para TNF-a, los valores fueron: control sano 15.46 pg/ml (12.65 —78.37), 70 dpi 67.42
pg/ml (43.86 — 132.5) y 100 dpi 49.37 pg/ml (38.59 — 115.6), sin diferencias

estadisticamente significativas.

En los niveles de IL-6, se observé un aumento a los 70 dpi (70.91 pg/ml + 16.96) en
comparacion con el control sano (13.02 pg/ml + 3.971). A los 100 dpi, los niveles

fueron de 46.68 pg/ml + 13.59, sin diferencias significativas respecto al control.

Los niveles de MCP-1 mostraron una disminucidn progresiva. En el control sano se
encontrd 125.9 pg/ml + 21.36, mientras que a los 70 dpi fue de 74.20 pg/ml £ 15.03 y
a los 100 dpi de 53.57 pg/ml + 13.18. Este ultimo valor fue significativamente menor

en comparacion con el control sano.
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No se encontraron diferencias en los niveles de IL-10 entre los grupos evaluados. Los

valores fueron: control sano 21.63 pg/ml + 13.88, 70 dpi 5.493 pg/ml £ 0.6129 y 100

dpi 5.565 pg/ml + 1.283.
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Figura 37. Cuantificacion de citocinas séricas en el modelo experimental de
actinomicetoma por N. brasiliensis

A) IL-12p70, B) IFN-y, C) TNF, D) IL-6, E) MCP-1, F) IL-10. Los datos corresponden
a n=6 animales por grupo, provenientes de dos experimentos independientes. La
significancia estadistica se determind mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de

la prueba de comparaciones multiples de Dunn. Se muestra graficada la media = SEM.
DPI= dias post infeccion; CS= control sano.
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8.8 Expresion de PD-1 y su ligando PD-L1 en células del actinomicetoma
y organos linfoides secundarios

Se analiz6 la expresion de PD-1 en poblaciones linfocitarias y de su ligando PD-L1 en

células mieloides. Se utilizo el valor de MFI calculado a partir del total de células en

cada poblacion analizada (analisis en bulk, Figura 38. Expresion de PD-1 y PD-L1 en

el tejido del actinomicetoma en el modelo experimental de actinomicetoma por N.

brasiliensis).

En el sitio de la lesion, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
la expresion de las moléculas evaluadas para la mayoria de las poblaciones celulares,
con una Unica excepcion notable. La expresion de PD-1 en los linfocitos CD8+
aument6 de manera significativa entre los dos tiempos de la fase cronica; mientras que
a los 70 dpi la MFI fue de 258.4 + 17.72, a los 100 dpi se elevd a 734.7 + 143.2. Cabe
mencionar que, dado que en los tejidos sanos no se detectaron linfocitos, las

comparaciones se realizaron Unicamente entre los grupos infectados a 70 y 100 dpi.
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Figura 38. Expresion de PD-1 y PD-L1 en el tejido del actinomicetoma en el
modelo experimental de actinomicetoma por N. brasiliensis

Se muestra la intensidad media de fluorescencia (MFI) para las poblaciones analizadas.
A) PD-1 en linfocitos CD4+. B) PD-1 en linfocitos CD8+. C) PD-L1 en neutrofilos
(Ly6G+). D) PD-L1 en macréfagos (F4/80+). Los datos corresponden a n=6 animales
por grupo, provenientes de dos experimentos independientes. Dado que en tejidos
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sanos no se detectaron linfocitos, la comparacion se realiz6 inicamente entre 70 y 100
dpi mediante la prueba T de Student. Para todos los andlisis se realizé la prueba de
ANOVA de wuna via.Se muestra graficada 1la media =+ SEM.

En el ganglio drenante de la extremidad infectada (Figura 39. Expresion de PD-1 en el
ganglio linfatico popliteo en el modelo experimental de actinomicetoma por N.
brasiliensis), la expresion de PD-1 mostré un incremento progresivo a lo largo de la
infeccion cronica, tanto en linfocitos CD4+ como en CD8+. En los linfocitos CD4+,
los animales sanos presentaron una MFI de 225.0 + 19.14. Este valor aumento
significativamente a los 70 dpi (547.0 = 95.50) y se mantuvo elevado, aunque con una

leve disminucion, a los 100 dpi (405.3 = 79.31).

En el caso de los linfocitos CD8+, la expresion de PD-1 en controles sanos fue de 241.6
+ 22.13. A diferencia de lo observado en los CD4+, aqui el aumento mas notorio
ocurrid a los 100 dpi (395.8 £ 54.54), mientras que a los 70 dpi los valores se

mantuvieron similares a los del control sano (231.8 &+ 18.12).
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Figura 39. Expresion de PD-1 en el ganglio linfatico popliteo en el modelo
experimental de actinomicetoma por N. brasiliensis

A) PD-1 en linfocitos CD4+. B) PD-1 en linfocitos CD8+. Los datos corresponden a
n=6 animales por grupo, provenientes de dos experimentos independientes. Para todos
los analisis se realizo la prueba de ANOVA de una via. Se muestra graficada la media
+ SEM.
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En el bazo (Figura 40 . Expresion de PD-1 y PD-LI en el bazo en el modelo
experimental de actinomicetoma por N. brasiliensis), se observd un patron diferencial
segun la poblacion celular analizada. Por un lado, la expresion de PD-1 se encontro
disminuida en los linfocitos T cooperadores y citotoxicos durante la infeccion cronica.
En los linfocitos CD4+, los controles sanos mostraron una MFI de 921.2 + 23.50, la
cual descendié a 475.7 £ 42.95 a los 70 dpi y se mantuvo en valores similares a los 100
dpi (474.8 = 97.24). De manera analoga, en los linfocitos CD8+ la MFI pas6 de 1091.0

+ 48.65 en animales sanos a 349.2 £ 36.15alos 70 dpiy a 577.2 +22.36 a los 100 dpi.

Por otro lado, en las células mieloides se observo una regulacion diferencial de PD-L1.
En los neutrofilos (Ly6G+), la expresion de PD-L1 disminuy6 significativamente
durante la infeccion: los controles sanos presentaron una MFI de 1653.0 + 113.7,
mientras que a los 70 dpi descendi6 a 698.0 + 59.55 y a los 100 dpi se mantuvo baja
(651.8 £ 82.05). En contraste, en los macréfagos (F4/80+) se observo un aumento de
la expresion de PD-L1 a lo largo de la fase cronica. Los controles sanos presentaron
una MFI de 1709 + 94.01, mientras que a los 70 dpi ascendié a 2187.0 + 312.4 y a los

100 dpi se mantuvo al alza (3661.0 + 475.0).
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Figura 40 . Expresion de PD-1 y PD-L1 en el bazo en el modelo experimental de
actinomicetoma por N. brasiliensis

A) PD-1 en linfocitos CD4+. B) PD-1 en linfocitos CD8+. C) PD-L1 en neutrofilos
(Ly6G+). D) PD-L1 en macrofagos (F4/80+). Los datos corresponden a n=6 animales
por grupo, provenientes de dos experimentos independientes. Para todos los analisis se
realiz6 la prueba de ANOVA de una via. Se muestra graficada la media = SEM.

8.8.1 Comparacion de la expresion de PD-1/PD-L1 entre tejidos

Con el objetivo de determinar si la regulacion del eje de punto de control inmune PD-
1/PD-L1 era un fendémeno restringido a un tejido especifico o si, por el contrario,
reflejaba un patrén sistémico, se compar6 la MFI de cada poblacion celular entre los

tres tejidos analizados: actinomicetoma, ganglio linfatico popliteo y bazo.

En las cuatro poblaciones celulares evaluadas se observd una tendencia consistente
hacia el aumento de la expresion de este eje en el tejido infectado, en comparacioén con
los organos linfoides secundarios (Figura 41. Expresion de PD-1/PD-L1 en
actinomicetoma, ganglio y bazo. Esta tendencia fue particularmente evidente en los
neutrofilos provenientes del sitio de la lesion, donde la expresion de PD-L1 alcanzo los

valores mas elevados en comparacion con los neutrofilos del ganglio y del bazo.

100



En conjunto, estos hallazgos sugieren que la regulacion del eje PD-1/PD-L1 no solo
ocurre de manera diferencial segun la poblacion celular y el tiempo de infeccion, sino
que también presenta un patron de expresion mas acentuado en el microambiente local
del actinomicetoma, particularmente en la poblacidon neutrofilica, en comparacién con

los d6rganos linfoides secundarios.

A) LT cooperadores B) LTcitotoxicos C) Neutrdfilos D) Macréfagos
*kk
1000 - 1200— 40004 1 8000+
- 1000+
<, 80 -. 5 & 3000- T & 6000
ja) aw® i a o®
o é 600 &3 800 T % oy
s ™ i T 4 L ¢ 4000
Eé 200 EL_:? 600 LELé 2000 le-é
=3 =5 400 =3 e
me 200 m o m O 1000 @ © 2000
7 200
o—TT7 L e e B o7 -—
- o 2 W© o & ° o o
a R
& &2 i dz@é‘ & & ,zg@& & & &
& [<] & <) 4‘.\“ ‘i\\o"'

Figura 41. Expresion de PD-1/PD-L1 en actinomicetoma, ganglio y bazo

Se observd una tendencia al aumento del eje en el tejido infectado para las cuatro
poblaciones analizadas, A) PD-1 en linfocitos CD4+. B) PD-1 en linfocitos CD8+. C)
PD-L1 en neutréfilos (Ly6G+). D) PD-L1 en macrofagos (F4/80+), siendo significativa
para los neutrdfilos del micetoma (prueba T pareada). Datos como media + SEM (n=6
animales por grupo, dos experimentos independientes).
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8.9 Esquema de administracion del anticuerpo monoclonal anti-PD-L1
humanizado y evaluacion clinica de la respuesta

Con base en nuestros hallazgos previos que demostraron el establecimiento de la

sobreexpresion del eje PD-1/PD-L1 durante la infeccion cronica por N. brasiliensis, se

procedio a evaluar el efecto terapéutico de su bloqueo.

Ratones con actinomicetoma por N. brasiliensis a las 10 semanas post infeccion (spi)
fueron tratados con inyecciones intraperitoneales semanales de anti-PD-L1
(atezolizumab) o con vehiculo como control durante cuatro semanas, junto con
controles no infectados pareados por edad (Figura 42. Cronograma experimental para
la administracion de anti-PD-L1 humanizado en ratones BALB/c infectados

cronicamente con N. brasiliensis).

Infeccién 1a dosis 2adosis 3adosis  4adosis A;él:i:;‘sra':s
N. bras?hens’s uPD?U aPD-L1 aPD-L1 aPD-L1 bigjégicas
‘ y et
Establecimiento del ~ fratamiento semanal con
; micetoma crénico  // |_atezolizumab 10 mg/kg (I.P.) ,
: 7/ , !
0 10 1 12 13 14
spi spi spi spi spi  spi

Figura 42. Cronograma experimental para la administracion de anti-PD-L1
humanizado en ratones BALB/c infectados cronicamente con N. brasiliensis
Spi= semanas post infeccion; [.P.= via intraperitoneal.

La administracion de atezolizumab se asocid con una mortalidad significativa e
inesperada. Como consecuencia, las tasas de supervivencia descendieron al 84.6%
después de la segunda dosis, al 46.2% tras la tercera dosis, y disminuyeron atin mas al

38.5% al finalizar el protocolo de tratamiento, quedando solo 5 animales disponibles
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para el andlisis (Figura 43. Curvas de supervivencia durante el tratamiento con
atezolizumab). Esta tasa de mortalidad fue significativa en comparacion con los grupos
control infectados tratados con vehiculo y los controles no infectados, en los que no

hubo muertes.

En los grupos de animales sanos que se administrd el mismo esquema de tratamiento,

no se observo mortalidad a través del tiempo.

Analisis de sobrevida
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Figura 43. Curvas de supervivencia durante el tratamiento con atezolizumab
Comparacioén de controles no infectados tratados con vehiculo (n=6), infectados
tratados con vehiculo (n=6) e infectados tratados con anti-PD-L1 (n=13). Prueba de
Log-rank (Mantel-Cox). CS= control sano; veh= vehiculo; Inf= Infeccion.

La evaluacion del volumen de la lesion por actinomicetoma en el cojinete plantar no
reveld ningun beneficio terapéutico significativo con el uso del anticuerpo monoclonal
(Figura 44. Evolucién del actinomicetoma con la administracion del anticuerpo anti-
PD-L1 A). El monitoreo semanal del cambio en el volumen de la lesion, normalizado
al inicio del tratamiento (0 spi), mostréd que no hubo diferencias significativas en la

progresion de la lesion durante las cuatro semanas, entre el grupo tratado con anti-PD-

103



L1, el grupo vehiculo y los controles (Figura 44. Evolucién del actinomicetoma con la
administracion del anticuerpo anti-PD-L1 B y C). Esto demuestra que la inhibicion de
PD-L1 no mejor6 ni aceler6 la inflamacion macroscopica asociada al actinomicetoma
crénico, disociando el desenlace fatal de los cambios macroscopicos en el tamafio de

la lesion.

Debido a la mortalidad observada, se decidio reorganizar el analisis en cuatro grupos
experimentales: 1) control sin infeccion; 2) control de infeccion sin tratamiento, que
solo recibio el vehiculo; 3) animales que recibieron solo una dosis de anti-PD-L1; y 4)

animales que si sobrevivieron al protocolo completo de tratamiento de 4 dosis.
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Figura 44. Evolucion del actinomicetoma con la administracion del anticuerpo
anti-PD-L1

A) Fotografias macroscoOpicas representativas de las patas traseras de los grupos: de
izquierda a derecha, control no infectado tratado con vehiculo, infectado tratado con
vehiculo e infectado tratado con anti-PD-L1 (sobrevivientes y no sobrevivientes). B)
Evaluacion longitudinal del cambio en el volumen de la lesion en grupos infectados
tratados con vehiculo (n=6) y anti-PD-L1 (sobrevivientes n=5; no sobrevivientes n=8),
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asi como C) la comparacion estadistica en el punto final del experimento. Datos como
media £ SEM de dos experimentos independientes. ANOVA de una via con Tukey.

Asimismo, los pesos de los organos se pesaron al final del experimento (Figura 45.
Peso de los tejidos al final del tratamiento). El peso de las lesiones por actinomicetoma
y los organos en los grupos tratados no difiri¢ estadisticamente del de los controles
infectados. En contraste, el bazo y el ganglio linfatico drenante mostraron una
hipertrofia significativa en todos los grupos infectados en comparacién con los

animales no infectados, sin cambios tras el tratamiento con anti-PD-L1.
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Figura 45. Peso de los tejidos al final del tratamiento

Los graficos de barras muestran la masa (g) del A) tejido plantar lesionado, B) el
ganglio linfatico popliteo drenante y C) el bazo para cada grupo experimental. Los
datos fueron agrupados a partir de dos experimentos independientes: control no
infectado tratado con vehiculo (n=6), infectado tratado con vehiculo (n=6), infectado
tratado con una dosis de anti-PD-L1 (n=6) e infectado tratado con cuatro dosis de anti-
PD-L1 (n=5). El andlisis estadistico se realizo mediante ANOVA de una via. Las barras
de error representan el error estaindar de la media (SEM).
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8.10 Cuantificacion de la carga bacteriana ante el tratamiento con anti-PD-

L1

Se cuantificé la carga bacteriana de N. brasiliensis en las lesiones de los animales
sobrevivientes al término del experimento. Los ratones que completaron el esquema de
cuatro dosis de atezolizumab presentaron una carga bacteriana significativamente
superior en comparacion tanto con los controles infectados que recibieron unicamente

el vehiculo como con aquellos tratados con una sola dosis del anticuerpo.

Como era esperable, en los tejidos de los animales sanos no se detectaron unidades
formadoras de colonia. En los grupos infectados, se obtuvieron los siguientes valores:
los ratones tratados con vehiculo mostraron una carga de 1458 UFC/g de tejido (1458
— 2170); el grupo que recibid una sola dosis presentd 3290 UFC/g (100 — 12100);
mientras que el grupo tratado con cuatro dosis alcanz6é 133000 UFC/g (91850 —
192000) (Figura 46. Carga bacteriana de N. brasiliensis en las lesiones de ratones

sobrevivientes).
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Figura 46. Carga bacteriana de N. brasiliensis en las lesiones de ratones
sobrevivientes
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Los ratones que recibieron el régimen completo de cuatro dosis de atezolizumab
presentaron una carga bacteriana significativamente mayor. Los datos fueron
agrupados a partir de dos experimentos independientes: control no infectado tratado
con vehiculo (n=6), infectado tratado con vehiculo (n=6), infectado tratado con una
dosis de anti-PD-L1 (n=6) e infectado tratado con cuatro dosis de anti-PD-L1 (n=5).
Kruskal-Wallis. Datos como media + SEM.

8.11 Evaluacion histopatologica de la lesion como respuesta al bloqueo de
PD-L1 con un anticuerpo monoclonal

Con el objetivo de evaluar el impacto del punto de control inmunitario PD-1/PD-L1 en

el desarrollo de la inmunopatologia local, se realizd un andlisis comparativo entre las

lesiones de los ratones infectados con N. brasiliensis sin tratamiento y aquellos

sometidos al bloqueo terapéutico con el anticuerpo monoclonal anti-PD-L1 (Figura 47.

Exacerbacion inmunopatolédgica y destruccion tisular masiva tras el bloqueo del eje

PD-L1 en el actinomicetoma experimental).

En los especimenes del grupo control, la respuesta inmune local presentdé una
arquitectura granulomatosa e inflamatoria focalizada, caracterizada por la formacion
de un microabsceso bien delimitado que confina de manera eficiente al grano
bacteriano central. El infiltrado leucocitario perilesional se presentd de forma
concéntrica y organizada, limitando la extension del dafo hacia el estroma circundante
y preservando en gran medida la integridad de los haces de colageno dérmicos y la

hipodermis.

En contraste, el bloqueo del eje inhibitorio mediante el tratamiento anti-PD-L1 indujo
una alteracion de la respuesta tisular, lo que se correlacion6 con las menores tasas de

sobrevida y el dafio macroscopico observado en este grupo.
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Histoldgicamente, se evidencid una pérdida total de la compartimentalizacion de la
infeccion, manifestada por la confluencia de extensas areas supurativas y la formacion
de un absceso masivo hipercelular. En el ntcleo de esta lesion inflamatoria, se observo
un aumento notable en el tamano y el numero de los granos bacterianos, que estaban

rodeados por densas masas de PMN.

Asimismo, la periferia de la lesion revel6 una destruccion pantisular severa, con lisis
generalizada de la matriz extracelular dérmica y de los anexos cutianeos, y un

compromiso destructivo profundo que abarcé las estructuras Oseas y cartilaginosas

subyacentes.

Figura 47. Exacerbacion inmunopatologica y destruccion tisular masiva tras el
bloqueo del eje PD-L1 en el actinomicetoma experimental

Tincion H&E 4X. Microfotografias comparativas de (Izq) un individuo sin tratamiento
y (Der) de un espécimen tratado con anticuerpo monoclonal anti-PD-L1. Barra de
escala: 500 pm.
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De forma semicuantitativa, el examen histopatologico de las secciones provenientes de
los animales que fallecieron durante el tratamiento con anti-PD-L1 revel6 una respuesta
inflamatoria local significativamente exacerbada en comparacion con los controles

infectados tratados unicamente con vehiculo.

Especificamente, se observo un marcado aumento en la proliferacion de fibroblastos,
asi como necrosis y paniculitis mas extensas. En contraste, no se encontraron
diferencias significativas en las puntuaciones de otros infiltrados celulares ni en los
hallazgos patoldgicos (Figura 48. Evaluacion histopatologica de los animales al final

del tratamiento con anti-PD-L1).
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Figura 48. Evaluacion histopatologica de los animales al final del tratamiento con
anti-PD-L1

A) Evaluacion del infiltrado celular y B) cambios patologicos de la lesion. Datos como
mediana e IQR (n=6 por grupo para controles sanos, infectados + vehiculo, 1 dosis y 4
dosis; n=4 para no sobrevivientes; dos experimentos independientes). Kruskal-Wallis
con post-hoc de Dunn.

8.12 Analisis morfométrico del grano asociado al bloqueo del eje PD-L1
Con la finalidad de esclarecer el impacto funcional del punto de control inmunitario

PD-1/PD-L1 en la morfologia y progresion de las colonias bacterianas in vivo, se
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realizd un andlisis morfométrico comparativo digital enfocado en cuantificar los
cambios en el area, el perimetro y el indice de circularidad de los granos de N.
brasiliensis (Figura 49. Andlisis histopatolégico comparativo y remodelacion

morfométrica del grano actinomicético bajo el bloqueo del eje PD-L1).

El escrutinio histopatologico demostrd que el bloqueo terapéutico con el anticuerpo
monoclonal anti-PD-L1 altera drasticamente la capacidad de contencion del hospedero,
induciendo una remodelacion tisular y una expansion bacteriana que se correlacionan

de manera directa con las menores tasas de sobrevida del modelo.

En los animales del grupo control (infectado + vehiculo) y en las fases iniciales de
inmunomodulacion (1 y 4 dosis de anti-PD-L1), los granos bacterianos retuvieron una

configuracién compacta, con contornos lobulados.

No obstante, en el grupo de animales fenotipicamente mas graves, los cuales no
sobrevivieron al tratamiento inmunomodulador, se constaté un viraje morfométrico

radical en la arquitectura del grano bacteriano.
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Figura 49. Analisis histopatoldogico comparativo y remodelacion morfométrica
del grano actinomicético bajo el bloqueo del eje PD-L1

Tincion con H&E (10X y 40X). Secuencia de microfotografias representativas que
ilustran las modificaciones estructurales en los granos de N. brasiliensis en funcion de
la dosificacion y la sobrevida de los animales. Barras de escala: 10X =200 um; 40X =
50 pm.

El andlisis cuantitativo (Figura 50. Analisis morfométrico de los granos de N.
brasiliensis en los grupos tratados con anti-PD-L1) revelod que los granos bacterianos
de los especimenes sin sobrevida experimentaron un incremento estadisticamente
significativo en comparacion con el perimetro y area basales, con 377.5 um (285.5 —

473.0) y 7117 pm? (4448.0 — 11308), respectivamente.

Paralelamente, este grupo evidencié un aumento maximo en el indice de circularidad
con 0.8040 (0.6322 — 0.8693), lo que signific6 una morfologia circular regular en

comparacion con los grupos control.
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Figura 50. Analisis morfométrico de los granos de N. brasiliensis en los grupos
tratados con anti-PD-L1

Andlisis morfométrico cuantitativo de los granos de N. brasiliensis, incluyendo (A)
perimetro, (B) 4rea y (C) indice de circularidad. Se analizé un total de 395 granos
individuales distribuidos en las siguientes cohortes: infectado tratado con vehiculo (n
= 6 ratones, 89 granos), infectado tratado con una dosis de anti-PD-L1 (n = 6 ratones,
90 granos), infectado tratado con cuatro dosis de anti-PD-L1 sobrevivientes (n = 5
ratones, 46 granos) e infectado tratado con anti-PD-L1 no sobrevivientes (n = 6 ratones,
170 granos). Los datos fueron agrupados a partir de dos experimentos independientes
y se presentan como mediana con IQR. La significancia estadistica se determind
mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples
de Dunn.

8.13 Analisis del inmunofenotipo de la lesion por micetoma y organos
linfoides secundarios tras el bloqueo de PD-L1

El inmunofenotipo de la lesion por actinomicetoma analizado por citometria de flujo

(Figura 51. Inmunofenotipo del actinomicetoma en los grupos tratados con anti-PD-L1

reveld un infiltrado limitado de linfocitos T (aproximadamente el 1% del total de

células) en todos los grupos infectados, independientemente del tratamiento.

Una sola dosis de anti-PD-L1 aument6 transitoriamente la proporcioén de linfocitos

CD4+ a 83.28% (+1.287), y disminuyd la de linfocitos CD8+ a 16.72% (+1.287) en
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comparacion con los controles infectados, un efecto que no se mantuvo después de

cuatro dosis.

El compartimento mieloide de la lesion estuvo dominado por neutréfilos (cerca del
95% de los leucocitos) en todos los grupos infectados, con una reduccion concomitante

de macrofagos; este panorama no se modificd con el tratamiento.
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Figura 51. Inmunofenotipo del actinomicetoma en los grupos tratados con anti-
PD-L1

(A-C) Analisis por citometria de flujo del compartimento linfoide en la lesion por
micetoma: frecuencias de (A) linfocitos CD3+, (B) linfocitos CD4+ y (C) linfocitos
CD8+. (D-E) Analisis del compartimento mieloide de la lesion: frecuencias de (D)
neutréfilos Ly6G+ y (E) macrofagos F4/80+. Los datos corresponden a n=6 animales
por grupo para controles sanos, infectados + vehiculo y 1 dosis; n=5 para 4 dosis;
provenientes de dos experimentos independientes. Para todos los andlisis, se realiz6 la
prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de comparaciones multiples de
Tukey. Se muestra graficada la media £ SEM.

113



El andlisis de los 6rganos linfoides secundarios mostro patrones distintos. En el ganglio
linfatico popliteo drenante (Figura 52. Inmunofenotipo del ganglio linfatico popliteo
en los grupos tratados con anti-PD-L1), la frecuencia de linfocitos totales no se
modificé con respecto al control de infeccion tratado con el vehiculo, tanto en el

régimen de una sola dosis como en el de cuatro dosis.
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Figura 52. Inmunofenotipo del ganglio linfatico popliteo en los grupos tratados
con anti-PD-L1

(A-C) Analisis por citometria de flujo del compartimento linfoide en la lesion por
micetoma: frecuencias de (A) linfocitos CD3+, (B) linfocitos CD4+ y (C) linfocitos
CD8+. Los datos corresponden a n=6 animales por grupo para controles sanos,
infectados + vehiculo y 1 dosis; n=5 para 4 dosis; provenientes de dos experimentos
independientes. Para todos los analisis se realizé la prueba de ANOVA de una via
seguida de la prueba de comparaciones multiples de Tukey. Se muestra graficada la
media £ SEM.

En el bazo, el tratamiento durante la infecciéon no provocd cambios en las poblaciones
linfoides (Figura 53. Inmunofenotipo del bazo en los grupos tratados con anti-PD-L1).
Las poblaciones mieloides esplénicas reflejaron lo observado en la lesion, con una
expansion de neutrofilos y una disminucion de macréfagos en todos los grupos

infectados, sin cambios con el tratamiento.
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Figura 53. Inmunofenotipo del bazo en los grupos tratados con anti-PD-L1

(A-C) Analisis por citometria de flujo del compartimento linfoide en la lesion por
micetoma: frecuencias de (A) linfocitos CD3+, (B) linfocitos CD4+ y (C) linfocitos
CD8+. (D-E) Andlisis del compartimento mieloide de la lesion: frecuencias de (D)
neutrofilos Ly6G+ y (E) macrofagos F4/80+. Los datos corresponden a n=6 animales
por grupo para controles sanos, infectados + vehiculo y 1 dosis; n=5 para 4 dosis;
provenientes de dos experimentos independientes. Para todos los analisis se realizo la
prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de comparaciones multiples de
Tukey. Se muestra graficada la media = SEM.

8.14 Perfil de citocinas séricas tras el bloqueo de PD-L1

El andlisis de las citocinas séricas ( Figura 54. Perfil de citocinas séricas tras el bloqueo
de PD-L1 en el modelo experimental de actinomicetoma por N. brasiliensis) revel6 que
el régimen de cuatro dosis de atezolizumab desencadend una elevacion sérica dual de
la citocina polarizadora Thl IL-12p70 a 4.365 pg/ml (= 1.338) y la citocina

inmunorreguladora IL-10 a 13.62 pg/ml (+ 3.466), lo que sugiere una paradoja a la
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induccidn simultdnea de la activacion y la supresion a nivel sistémico, en comparacion

con los controles sanos.

Si bien la infeccion por N. brasiliensis elevo de forma natural los niveles sistémicos de
IL-6, la inhibicion sostenida de PD-L1 atenuo significativamente esta respuesta, con
un valor de 27.74 pg/ml (£ 9.649). Ademas, el bloqueo no modificé los niveles de TNF-

a o IFN-y, ni revirtio la disminucion de MCP-1 asociada a la infeccion.
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Figura 54. Perfil de citocinas séricas tras el bloqueo de PD-L1 en el modelo
experimental de actinomicetoma por N. brasiliensis

Elmapa de calor representa las concentraciones de citocinas séricas a partir de muestras
de sangre cardiaca. Grupos: control no infectado tratado con vehiculo (n=6), infectado
tratado con vehiculo (n=6), infectado tratado con una dosis de anti-PD-L1 (1d; n=6) e
infectado tratado con cuatro dosis de anti-PD-L1 (4d; n=5). Los datos fueron agrupados
a partir de dos experimentos independientes. La significancia estadistica se determino
mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples
de Dunn. * vs. control no infectado tratado con vehiculo; # vs. control infectado tratado
con vehiculo.

8.15 Analisis de la expresion del eje PD-1/PD-L1 compartimento-especifica
en el modelo de actinomicetoma experimental.

Se cuantifico la expresion de PD-1 y PD-L1 en distintos tejidos tras el tratamiento con

atezolizumab. El microambiente de la lesion por actinomicetoma resulto refractario a
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la modulacion del punto de control. No se observaron cambios significativos en el
recuento absoluto ni en la MFI de los linfocitos T CD4+ o CD8+ PD-1+, ni en el
recuento absoluto ni en la MFI de PD-L1 en neutréfilos Ly6G+ o macrofagos F4/80+
en ninguno de los grupos tratados (Figura 55. Dinamica de expresion de PD-1 y PD-

L1 en el actinomicetoma como efecto del bloqueo de PD-L1).
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Figura 55. Dinamica de expresion de PD-1 y PD-L1 en el actinomicetoma como
efecto del bloqueo de PD-L1

Andlisis del compartimento de linfocitos CD4+: (A) recuento absoluto y (B)
intensidad media de fluorescencia (MFI) de PD-1. Anélisis del compartimento de
linfocitos CD8+: (C) recuento absoluto y (D) MFI de PD-1. Analisis del
compartimento de neutrofilos (Ly6G+): (E) recuento absoluto y (F) MFI de PD-L1.
Andlisis del compartimento de macrofagos (F4/80+): (G) recuento absoluto y (H)
MFI de PD-L1. Los datos corresponden a n=6 animales por grupo para control no
infectado + vehiculo, infectado + vehiculo e infectado + 1 dosis de anti-PD-L1; n=5
para infectado + 4 dosis de anti-PD-L1; provenientes de dos experimentos
independientes. El andlisis estadistico se realizo mediante ANOVA de una via. Las
barras de error representan el error estdndar de la media (SEM).
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En contraste, se detectaron cambios dindmicos en los 6rganos sistémicos. El anélisis
del ganglio linfatico popliteo drenante reveld un patrén distinto. El recuento absoluto
de linfocitos T CD4+ PD-1+ se encontrd elevado en los grupos infectados y en el grupo
de cuatro dosis, en comparacion con los controles no infectados. En cuanto a los
linfocitos CD8+, la infeccion aumento el recuento absoluto de células PD-1+, el cual
fue suprimido transitoriamente por una sola dosis antes de regresar a los niveles del
control infectado después de cuatro dosis (Figura 56. Dinamica de expresion de PD-1

y PD-L1 en el ganglio linfatico popliteo como efecto del bloqueo de PD-L1).
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Figura 56. Dinamica de expresion de PD-1y PD-L1 en el ganglio linfatico popliteo
como efecto del bloqueo de PD-L.1

Analisis del compartimento de linfocitos CD4+: (A) recuento absoluto y (B) intensidad
media de fluorescencia (MFI) de PD-1. Analisis del compartimento de linfocitos
CD8+: (C) recuento absoluto y (D) MFI de PD-1. Los datos corresponden a n=6
animales por grupo para control no infectado + vehiculo, infectado + vehiculo e
infectado + 1 dosis de anti-PD-L1; n=5 para infectado + 4 dosis de anti-PD-L1;
provenientes de dos experimentos independientes. El andlisis estadistico se realizd
mediante ANOVA de una via. Las barras de error representan el error estandar de la
media (SEM).
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En el bazo, el recuento absoluto de linfocitos T CD4+ PD-1+ disminuy6 en ambos
grupos tratados. En el caso de los linfocitos CD8+, las células PD-1+ disminuyeron
unicamente tras una sola dosis. Sin embargo, la MFI de PD-1 en los linfocitos CD4+
aumentd marcadamente después de cuatro dosis. La expresion esplénica de PD-L1 en
células mieloides también fue modulada: la MFI de PD-L1 en células Ly6G+ y F4/80+
aumentd transitoriamente tras una sola dosis, mientras que el recuento absoluto de
neutrofilos Ly6G+ PD-L1+ se elevd después del tratamiento sostenido (Figura 57.
Dinamica de expresion de PD-1 y PD-L1 en el bazo como efecto del bloqueo de PD-

L1).
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Figura 57. Dinamica de expresion de PD-1 y PD-L1 en el bazo como efecto del
bloqueo de PD-L1

Analisis del compartimento de linfocitos CD4+: (A) recuento absoluto y (B) intensidad
media de fluorescencia (MFI) de PD-1. Analisis del compartimento de linfocitos
CD8+: (C) recuento absoluto y (D) MFI de PD-1. Andlisis del compartimento de
neutréfilos (Ly6G+): (E) recuento absoluto y (F) MFI de PD-L1. Analisis del
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compartimento de macrofagos (F4/80+): (G) recuento absoluto y (H) MFI de PD-L1.
Los datos corresponden a n=6 animales por grupo para control no infectado + vehiculo,
infectado + vehiculo e infectado + 1 dosis de anti-PD-L1; n=5 para infectado + 4 dosis
de anti-PD-L1; provenientes de dos experimentos independientes. El andlisis
estadistico se realizo mediante ANOVA de una via. Las barras de error representan el
error estandar de la media (SEM).

8.16 Evaluacion de la proliferacion de esplenocitos en presencia de anti-
PD-L1
Para determinar el papel de la via PD-1/PD-L1 en la capacidad replicativa de las células
mononucleares esplénicas, se evaluo la proliferacion celular inducida por el mitégeno
concanavalina A mediante la dilucion del colorante vital CFSE, calculando el indice
de estimulacion en presencia o ausencia de atezolizumab (Figura 58. Proliferacion de
esplenocitos en presencia de anti-PD-L1). Los resultados revelaron un comportamiento
diferencial entre ambos grupos experimentales frente al bloqueo del punto de control

inmunitario.
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Figura 58. Proliferacion de esplenocitos en presencia de anti-PD-L1

Células de ratones sanos y con micetoma cronico (100 dpi) fueron marcadas con CFSE,
estimuladas con ConA y tratadas o no con atezolizumab por 72 horas. Datos como
media + SEM (n=3-6, dos experimentos independientes). t Student pareada.
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En los animales del grupo control sano, las células mononucleares mostraron una
disminucion estadisticamente significativa del indice de estimulacion tras la adicion de

anti-PD-L1, en comparacion con su respectivo control basal estimulado.

Por el contrario, en el grupo de ratones con actinomicetoma (100 dpi), el bloqueo in
vitro de PD-L1 no indujo una respuesta homogénea de inhibicién; en su lugar, se
observo una marcada heterogeneidad celular entre las réplicas bioldgicas, en la que una
fraccion importante de los animales experimentd un incremento en su capacidad
proliferativa y otros se mantuvieron constantes, lo que impidi6 establecer diferencias

estadisticas globales entre la condicion control y el tratamiento.

8.17 Medicion de la adhesion de PMN esplénicos tras el bloqueo de PD-L1
en presencia de V. brasiliensis inactivada por calor

Para evaluar el impacto de la via de sefializacion de PD-L1 en la funcionalidad celular

durante la infeccidon cronica, se determind la capacidad de adhesion de células

esplénicas de ratones infectados con N. brasiliensis (100 dpi) y de controles sanos

mediante un ensayo en camara de Boyden modificada.

El andlisis histologico cualitativo de los filtros de nitrocelulosa tefiidos con H&E
(Figura 59. El bloqueo de PD-L1 revierte la hiperadhesion celular inducida por N.
brasiliensis en esplenocitos de raton con actinomicetoma), confirmé los hallazgos
cuantitativos del ensayo de adhesion celular (Figura 60. El bloqueo de PD-L1
disminuye la adhesion celular inducida por N. brasiliensis en esplenocitos de raton con

actinomicetoma).
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Figura 59. El bloqueo de PD-L1 revierte la hiperadhesion celular inducida por N.
brasiliensis en esplenocitos de raton con actinomicetoma

Tincion H&E (40X). Microfotografias representativas de los filtros de nitrocelulosa
donde se observa la densidad celular y los patrones de distribucion microscdpica para
cada una de las condiciones experimentales. Barra de escala: 50 pm

En el grupo de animales con micetoma estimulados con N. brasiliensis inactivada por
calor, se observd una marcada y densa acumulacion de células mononucleares y
polimorfonucleares adheridas a lo largo de los campos evaluados, lo que evidencia una

intensa respuesta quimiotactica y de anclaje celular (303.8 células por campo + 88.97).
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En contraste, las células provenientes del grupo con micetoma, que recibieron un
bloqueo previo con el anticuerpo anti-PD-L1, exhibieron una dréstica reduccion en la
densidad celular por campo (48.20 £ 4.589), con una distribucion dispersa y escasa que
se asemeja a los niveles basales observados en el grupo control sano sin estimulo (72.55

+ 6.140).

Por su parte, los esplenocitos de los ratones controles sanos mantuvieron una densidad
celular moderada y homogeénea tras el estimulo bacteriano directo (107.8 £ 5.757), sin
variaciones cualitativas aparentes inducidas por la adicion de anti-PD-L1 (75.55 +

6.372).
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Figura 60. El bloqueo de PD-L1 disminuye la adhesion celular inducida por N.
brasiliensis en esplenocitos de raton con actinomicetoma

Cuantificacion de la adhesion celular en camara de Boyden modificada. Se muestran
los grupos de ratones controles sanos (CS) y con micetoma (Mic) a los 100 dias post-
infeccidn, evaluados de forma basal, tras el estimulo con N. brasiliensis inactivada por
calor, y bajo el efecto del bloqueo con el anticuerpo anti-PD-L1. Los datos cuantitativos
se presentan como la media £+ SEM de n=5 animales por grupo. Las diferencias
estadisticas se determinaron mediante ANOVA de una via, seguido de la prueba de
comparacion multiple de Tukey.
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actinomicetoma por atezolizumab
N. brasiliensis
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Figura 61. Resumen grifico

Elaborada con Biorender https://www.biorender.com/ 'y con Gemini
https://gemini.google.com/.

124



9 DISCUSION

La progresion inmunopatologica del actinomicetoma inducido por N. brasiliensis en el
modelo murino BALB/c demuestra una compleja e ineficaz respuesta de

compartimentalizacion que perpetia un estado inflamatorio cronico.

La trayectoria lesional trifidsica observada muestra una clara disociacion fenotipica
respecto de la carga bacteriana. Mientras que las UFC en el cojinete plantar se elevaron
de manera sustancial entre los 70 y 100 dpi, el volumen de la lesion externa entré en

una fase de aparente estabilizacion macroscopica.

Este fendmeno evidencia que los parametros clinicos periféricos subestiman la
gravedad del dano tisular interno, donde coexisten de manera simultanea la necrosis
supurativa central, la paniculitis lobulillar difusa y la osteomielitis destructiva, dafio
que se observa en los pacientes con micetoma, el cual usualmente culmina en pérdida

de la funcion del miembro afectado .

Esta falta de resolucion evoca los perfiles inmunopatoldgicos de otras infecciones
bacterianas cronicas causadas por bacilos 4cido-alcohol resistentes, tales como M.

98

tuberculosis °’ y M. leprae *®, en las cuales la respuesta inmune exacerbada del

hospedero supera la citotoxicidad directa inducida por el patogeno.

Al analizar la celularidad local del granuloma por N. brasiliensis en la fase cronica,
destaca un marcado contraste fenotipico en la infiltracion linfoide en comparaciéon con

otros granulomas bacterianos clésicos.

En nuestro modelo, los linfocitos T CD3+ totales representan un componente

minoritario y marginal en el tejido infectado (menor al 1%), distribuyéndose en
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proporciones estables de linfocitos CD4+ (80%) y CD8+ (20%) del total de células
CD3+. Al contrastar este perfil morfologico con el granuloma cldsico de M.
tuberculosis, se evidencian diferencias fundamentales: en la micobacteriosis, los
linfocitos T infiltrantes son significativamente mas abundantes y presentan una
distribucion equilibrada de subpoblaciones, reportandose un 40% de células CD4+ y

un 30% de células CD8+ 73.

Asimismo, el granuloma tuberculoso maduro se caracteriza por una celularidad
predominantemente histiocitica con una alta densidad de macrofagos activados y
células gigantes multinucleadas que coordinan la eliminacién del patogeno ®**. Por el
contrario, en el actinomicetoma cronico por N. brasiliensis se constata una deplecion
severa de macrofagos tisulares locales (menor al 2%), siendo reemplazados de forma
masiva por un infiltrado purulento compuesto por PMN que superan el 90% de la

poblacion hematopoyética.

Esta infiltracion leucocitaria ininterrumpida e indiscriminada es conducida por un
fuerte gradiente de citocinas quimiotacticas locales y sistémicas. Se demostrd una
elevacion persistente de IL-6 en el suero de los animales infectados, lo cual concuerda
con la cinética descrita anteriormente por el grupo de trabajo, donde se demostré la
expresion tisular cronica y sostenida de IL-6 en la periferia de los microabscesos y en
musculo a los 90 dpi **. Por lo tanto, podemos afirmar que esta secrecion sostenida de
IL-6 es producto de las poblaciones de macrofagos locales activados y, de manera

crucial, del dafio metabdlico intrinseco del tejido muscular esquelético profundo.
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Esta produccion de IL-6 local actia como el principal promotor del reclutamiento
indiscriminado de PMN y prolonga su supervivencia celular al inhibir sus vias

apoptoticas convencionales '%.

Paralelamente, observamos una disminucion progresiva en los niveles séricos de la
quimiocina MCP-1 (CCL2). En condiciones homeostaticas, el dafio estromal activa el
complejo IL-6/IL-6Ra para inducir la secrecion de MCP-1 y facilitar el reclutamiento
de monocitos efectores para la depuracion de detritos celulares %1%, La paralisis de
este eje en nuestro modelo impide la transicion hacia una fase resolutiva histiocitica,
un escenario molecular comparable al microambiente de desregulacion leucocitaria
observado en enfermedades inflamatorias cronicas no infecciosas como la artritis

reumatoide 101102,

La incapacidad de los macréfagos para contener N. brasiliensis se debe a factores de
virulencia estructurales del patogeno. Previamente se demostré que los lipidos
especificos aislados de la pared celular de Nocardia ejercen un efecto inhibitorio
directo sobre la capacidad fagocitica de los macrofagos e inducen una secrecion
aberrante de IL-6 en macrofagos derivados de médula d6sea *°. Esta inhibicion
fagocitica facilita la agregacion bacteriana en filamentos densos que restringen

mecanicamente el acceso celular 2336103,

No obstante, los macrofagos que logran asentarse en la periferia del nticleo supurativo
adquieren la morfologia de macrofagos espumosos debido a la acumulacion de detritos

lipidicos membranales y 4cidos micolicos %4,
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In vitro, se observd que los macrofagos expuestos al microambiente del micetoma
adquieren un perfil de activacion alternativa o fenotipo M2, caracterizado por la
secrecion activa de citocinas antiinflamatorias y profibréticas como 1L-4 e IL-13,
promoviendo la vacuolizacion citoplasmatica y la diferenciacion a células espumosas
35105 Esta polarizacion local hacia una respuesta inmunologica de tipo Th2 y M2 es
bioldgicamente esperada en nuestro modelo experimental, dado que la cepa de ratones
BALB/c posee un trasfondo genético con un sesgo inherente hacia perfiles humorales
Th2, a diferencia de la cepa C57BL/6, la cual induce respuestas celulares de tipo Thl

marcadamente restrictivas 196107,

Estos hallazgos observados en el modelo murino mimetizan con precision la
fisiopatologia clinica humana. En sueros de pacientes con actinomicetoma crénico que
no han sido sometidos a desbridamiento quirtrgico para remover la masa lesional, se
han detectado de forma sistematica niveles elevados de IL-6, IFN-y, IL-4 e IL-13 1%,
Esta ineficacia adaptativa se ve reforzada por la pérdida de la regulacion homeostatica
local: el compartimento de células Treg y la secrecion de IL-10 caen durante la fase
cronica (60 dpi), eliminando el freno regulador sobre el eje Th17 estimulado por IL-6,

lo que perpetiia el reclutamiento de PMN y la destruccion tisular focalizada 3+,

A nivel celular, la persistencia del estimulo antigénico cronico y la hiperestimulacién
por IL-6 impactan directamente la sefializacion molecular de los linfocitos efectores.
La estimulacion sostenida con IL-6 en combinacion con la activacion del TCR
mediante el complejo CD3/CD28 en linfocitos T CD8+, induce una modulacion
positiva de la expresion del factor de transcripcion transductor de sefal y activador de

la transcripcion 3 (STAT3) '%. La hiperactivacién de STAT3 mitiga de forma directa

128



la transcripcion de mediadores protectores clave, disminuyendo significativamente la
expresion de IFNG y CCL2 '"®!'! Este mecanismo molecular proporciona el
fundamento molecular del fendmeno de agotamiento celular en el micetoma, donde las

células pierden su capacidad efectora frente al patogeno .

Nuestros hallazgos en los 6rganos linfoides secundarios aportan una pieza clave para
comprender la dimension sistémica de la inmunopatologia del actinomicetoma. La
linfoadenomegalia poplitea y la esplenomegalia masiva documentadas no constituyen
eventos hiperplasicos reactivos convencionales, sino que reflejan una hematopoyesis

extramedular.

En el bazo, el porcentaje de neutréfilos Ly6G+ experimentd un incremento drastico,
escalando desde un valor basal de 5% en los controles sanos hasta un 48% durante la
cronicidad de la infeccion. Este viraje mieloide masivo, caracterizado por el
desplazamiento de la celularidad esplénica nativa, es una evidencia patognomonica de
la instauracion de una granulopoyesis de emergencia !'> para sostener el flujo

ininterrumpido de millones de PMN hacia el nucleo lesional.

Como consecuencia directa de esta expansion mieloide, las poblaciones totales de
linfocitos T CD3+ sufrieron una deplecion severa tanto en el bazo como en el ganglio

113 o dilucion del

popliteo drenante (disminuyendo del 28% al 8%). Este secuestro
compartimento linfoide corrobora la respuesta adaptativa, donde el hospedero prioriza

la produccion masiva de linajes innatos supurativos, disminuyendo la celularidad

linfoide.
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Tomando en consideracion la totalidad de estas evidencias, se establecid la
justificacion metodologica para dar continuidad a esta investigacion mediante la
caracterizacion fenotipica de las moléculas de punto de control inmunitario PD-1y PD-
L1 en las subpoblaciones celulares infiltrantes de la lesion y érganos periféricos en

nuestro modelo experimental.

Esto demuestra que el actinomicetoma cronico inducido por N. brasiliensis esta
supeditado al desequilibrio inmune del hospedero, constituyendo el motor primario de

la patologia en las fases avanzadas de la infeccion.

La caracterizacion del eje de puntos de control inmunitario PD-1/PD-L1 en los
leucocitos de los diferentes tejidos analizados revela wuna regulacion
compartimentalizada y diferencial que depende criticamente del microambiente tisular

y del tiempo de evolucion de la infeccion por N. brasiliensis.

El hallazgo mas relevante en el cojinete plantar es el incremento en la MFI de PD-1 los
linfocitos T CD8+. Esta induccién selectiva y tardia de PD-1 constituye una firma
molecular caracteristica del fendmeno de agotamiento inmune mediado por la

persistencia del estimulo antigénico del actinomiceto ''*!15,

Este patron de sobreexpresion local coincide con lo observado en otros modelos de
infecciones bacterianas cronicas; especificamente, en la infeccion pulmonar por M.
tuberculosis en macacos rhesus, los linfocitos T antigeno-especificos recuperados
directamente de biopsias de tejido de pulmon, y no de drganos periféricos como el bazo
o el ganglio linfatico drenante, exhibieron una regulacion positiva de PD-1, tanto en el

linaje CD4+ como en el CD8+ %, La restriccion espacial de este fendmeno subraya que
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las sefiales de atenuacion inmunologica son exacerbadas por el contacto prolongado

con las estructuras de contencién granulomatosa.

En el compartimento mieloide local del actinomicetoma, se determind que la
regulacion del ligando PD-L1 presenta un patrdn tisular tinico y sobreexpresado, en
comparacion con los 6rganos linfoides secundarios. Los neutrofilos provenientes del
sitio de la lesion alcanzaron los niveles de MFI de PD-L1 maés elevados de todo el
sistema, consolidando a esta poblacion innata no solo como un elemento efector

supurativo, sino como un supresor celular activo en la interfase del grano bacteriano.

Esta distribucién arquitectonica molecular guarda una analogia directa con los
hallazgos descritos en biopsias de pacientes con tuberculosis activa, donde las células
T CD4+ del nucleo del granuloma expresan constitutivamente PD-1, mientras que las
cé¢lulas mieloides circundantes, tales como macrofagos y neutrofilos, expresan de

forma masiva su ligando PD-L1 7.

Como se ha sistematizado previamente en la literatura de inmunologia comparada en
escenarios de tuberculosis, el granuloma representa un nicho de contencidon metabolica
9 donde existe un flujo de sefiales orquestado por citocinas entre el nicleo mieloide
central y la corona linfoide periférica °. En este contexto molecular, el incremento
masivo de ligandos de puntos de control en las células mieloides del tejido infectado,
incluyendo macréfagos clasicos, espumosos y células dendriticas en fases tardias de la
77,116

infeccion , responde a estimulos inflamatorios cronicos.

Asimismo, los neutrdfilos clasicos y los granulocitos de baja densidad locales expresan

niveles marcadamente elevados de PD-L1 7! adquiriendo un comportamiento
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regulador anélogo al de las células supresoras derivadas de la linea mieloide (MDSC)

descritas en el microambiente tumoral.

Una caracteristica critica de estas regiones ricas en cé¢lulas mieloides es que el numero
de células PD-L1+ supera de manera sobresaliente al de linfocitos PD-1+ 7, lo cual
transforma al nucleo supurativo del actinomicetoma en un nicho local sumamente

inmunosupresor '3,

Con base en lo anterior, proponemos que la interaccion contigua entre el PMN local
PD-L1+ y el linfocito T citotoxico local PD-1+ opera como un escudo molecular que
anula la actividad litica de las células CD8+, limitando el dafo citopatico colateral en
el estroma circundante, pero favoreciendo la viabilidad y persistencia del grano

filamentoso de N. brasiliensis.

A nivel de los 6rganos linfoides secundarios, la dinamica de este eje regulador mostro
un comportamiento diferencial que refleja la disparidad entre el drenaje linfatico
regional y la respuesta sistémica. En el ganglio linfatico popliteo, la expresion de PD-
1 en linfocitos CD4+ y CD8+ mostrd un incremento progresivo a lo largo de la fase
cronica, lo cual se asocia al flujo constante de antigenos solubles y células

presentadoras de antigeno migratorias desde la extremidad infectada ''°.

Por el contrario, en el bazo se constatd una disminucion paraddjica y significativa en
la MFI de PD-1 en ambos linajes de linfocitos T durante la infeccion crénica, respecto
a los controles sanos. Esta aparente regulacion negativa periférica debe interpretarse en
conjunto con el fendmeno de mielopoyesis de emergencia discutido previamente. La

expansion masiva de precursores granulociticos inducida en el bazo desplaza y diluye
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los nichos linfoides convencionales; por lo tanto, la reduccion de PD-1 en los linfocitos
T esplénicos residuales sugiere que estas células permanecen en un estado quiescente

120 ajenas al microambiente inflamatorio del cojinete plantar, lo que

0 no activado
confirma que el agotamiento celular es un proceso estrictamente compartimentalizado

y restringido a los frentes de invasion activa.

De manera concordante, las células mieloides del bazo evidenciaron una dicotomia
molecular en la expresion de PD-L1: mientras que los neutrofilos esplénicos
disminuyeron su MFI, los macrofagos aumentaron de forma sostenida la expresion del
ligando, lo que puede constituir un mecanismo adaptativo sistémico frente a la

inflamacidn.

Es fundamental destacar que, si bien la induccion del eje PD-1/PD-L1 tradicionalmente
se asocia con anergia funcional, la evidencia en modelos preclinicos demuestra que
este sistema de puntos de control inmune es un requerimiento biologico indispensable
para la preservacion de la arquitectura tisular. En modelos animales infectados con
micobacterias, la ausencia del eje PD-1/PD-L1 resulta en una proliferacion bacteriana
descontrolada, la formacion de granulomas aberrantes e inmaduros, un influjo
neutrofilico deletéreo masivo y un incremento critico en las concentraciones de
citocinas proinflamatorias sistémicas, correlacionando con tasas de supervivencia

drasticamente reducidas 04121,

Por lo tanto, la expresion local acentuada de este eje en el actinomicetoma no debe

interpretarse Unicamente como un éxito de evasion del patdégeno, sino como un
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mecanismo homeostatico del hospedero disefiado para evitar una respuesta inmune que

causaria una lisis tisular sistémica fulminante.

Esta dualidad biologica valida la pertinencia de evaluar el bloqueo farmacologico
controlado de este eje en nuestro modelo; los hallazgos demuestran que el hospedero
cuenta con las poblaciones efectoras en el foco de la infeccion, pero estas se encuentran
bajo un secuestro funcional local, justificando la intervencion terapéutica dirigida a
liberar este freno molecular para restaurar la inmunidad adaptativa celular protectora

en fases avanzadas del micetoma.

Los resultados muestran que el actinomicetoma créonico inducido por N. brasiliensis
estd supeditado a un equilibrio inmune, donde la presencia del eje PD-1/PD-L1
confirma que el nicho regulador local del microabsceso opera como el motor primario
de la persistencia del patégeno y del dafo destructivo en las fases avanzadas de la

infeccion.

La evaluacion funcional del eje PD-1/PD-L1 mediante el bloqueo farmacologico revela
una dicotomia critica en la biologia de los puntos de control inmunitario: este sistema
molecular, consolidado como un blanco terapéutico exitoso y revolucionario en la
oncologia médica '??, ejerce un papel protector e indispensable para la supervivencia
del hospedero en el contexto del actinomicetoma cronico por N. brasiliensis. Este
hallazgo posiciona a la via PD-1/PD-L1 como un regulador del equilibrio
inmunologico dentro del tejido granulomatoso, un fendémeno bioldgico analogo al

descrito en los modelos de infeccion por M. tuberculosis en macacos rhesus .
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Este escenario replica de manera precisa la reactivacion fulminante de infecciones
latentes como la tuberculosis en pacientes oncoldgicos tratados con ICI *7.Debido a la
coexistencia epidemioldgica de estas patologias granulomatosas y las neoplasias en
regiones endémicas, estos resultados alertan sobre la necesidad de implementar

protocolos de cribado de infecciones subclinicas antes de iniciar inmunoterapias.

En nuestro modelo, el bloqueo terapéutico de PD-L1 mediante la administracion
sistémica del anticuerpo monoclonal atezolizumab no indujo ninglin beneficio clinico
ni decremento en la inflamacién local; por el contrario, desencadend una alarmante e
inesperada mortalidad dosis-dependiente que abatid la tasa de supervivencia al 38% al

término del protocolo experimental.

El seguimiento clinico demostrd6 que este desenlace fatal estaba disociado de los
cambios macroscdpicos en el volumen del cojinete plantar. Esta falta de correlacion
clinica indica que la pérdida homeostatica subyacente responde a una desorganizacion
de la arquitectura tisular y a una desregulacion molecular sistémica, mas que a un

incremento inflamatorio localizado en la extremidad infectada.

En contraste con la hipotesis inicial de que bloquear PD-L1 restauraria la inmunidad
protectora contra el actinomicetoma, los resultados muestran que inhibir este punto de
control agrava la infeccion y reduce la supervivencia del hospedero. Este hallazgo
desafia la idea de que el eje PD-1/PD-L1 acta Gnicamente como un mecanismo de
evasion, y coincide con observaciones en modelos granulomatosos como la

tuberculosis y la lepra, donde la ausencia de este eje provoca hiperinflamacion y
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diseminacion tisular 232, Estos hallazgos cuestionan la aplicabilidad universal de

las estrategias inmunoterapéuticas oncoldgicas en infecciones cronicas.

Un hallazgo central es la compartimentalizacion de la respuesta inmune, tanto celular
como humoral. El hecho de que las escasas células T infiltrantes exhibieran niveles
basales criticamente elevados de PD-1, y que el tratamiento no fuera capaz de revertir
esta firma ni de reclutar nuevas poblaciones linfoides efectoras, sugiere la existencia
de un defecto intrinseco en el reclutamiento de la inmunidad adaptativa, evidenciado

por la disminucién de MCP-1 durante la fase cronica de la infeccion '°.

Por los resultados observados, se afirma que la expresion local acentuada de PD-1 no
caracteriza a una poblacion terminalmente disfuncional o agotada sistémicamente, sino

157

aun fenotipo efector que opera bajo supresion local °’. El microambiente del micetoma

humano '¥’, reproducido fielmente en nuestro modelo experimental %’

, constituye un
entorno donde el bloqueo de puntos de control es incapaz de corregir la exclusion

linfoide local.

La seleccion de atezolizumab como agente terapéutico fue rigurosamente
fundamentada. Atezolizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado de isotipo
IgG1 que posee la mutacion molecular N297A en la cadena pesada, la cual abolird de
forma absoluta la glucosilacion del dominio Fe. Esta modificacion estructural es crucial
en inmunologia experimental, ya que anula las funciones efectoras mediadas por Fc,
tales como la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y la
citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) %2, asegurando que los efectos

deletéreos observados deriven estrictamente del bloqueo del flujo de senalizacion del
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eje PD-1/PD-L1 y no de una deplecion celular artificial de las poblaciones mieloides

que expresan el ligando '8,

Asimismo, a pesar de las barreras estructurales interespecies que limitan el uso de
anticuerpos humanizados en roedores, atezolizumab representa una excepcion
biologica debido a su documentada reactividad cruzada y su elevada afinidad por el
ortélogo murino de PD-L1, la cual es incluso superior a la afinidad reportada por la

molécula humana .

Dado que en la literatura no existen reportes de mortalidad o toxicidad sistémica

idiopatica inducida por este anticuerpo en ratones sanos 50821

, lo cual fue corroborado
en nuestros grupos control sanos tratados, confirmamos que la letalidad es un evento

patolédgico exclusivo del binomio hospedero-infeccion bajo el estimulo cronico de M.

brasiliensis.

La ausencia de signos clinicos clasicos de sepsis fulminante y el mantenimiento de los
niveles basales de citocinas pirdgenas convencionales como IL-6 sérica, TNF-a e IFN-
vy no descartan un estado de choque, sino que reflejan un complejo fendémeno de

paralisis inmunologica sistémica.

El tratamiento con cuatro dosis de atezolizumab indujo un perfil de citocinas séricas
paradojico, caracterizado por la elevacion sincronica y masiva de la citocina Thl IL-
12p70 y de la citocina inmunorreguladora IL-10. La liberacion de la forma bioactiva
de IL-12p70 actua como un sensor endocrino del sistema inmune que detecta la
diseminacion bacteriana latente. Sin embargo, esta sefial es inmediatamente

contrarrestada por la secrecion masiva de IL-10, la cual opera como un supresor
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transcripcional critico de IL-6 y TNF-q 3312139 Este circuito de retroalimentacién
molecular podria ser una explicacion sobre los bajos niveles de marcadores cldsicos de
la tormenta de citocinas, conduciendo a los animales a un colapso homeostatico

terminal y fulminante evadiendo las vias inflamatorias tradicionales.

A nivel histopatologico y morfométrico, el colapso sistémico correlacioné de manera
directa con una pérdida absoluta de la capacidad de compartimentalizacion en los
animales sobrevivientes. Mientras que los controles infectados mantuvieron
microabscesos dérmicos bien delimitados que confinaban al grano bacteriano y
preservaban el estroma periférico, los especimenes sometidos al bloqueo con

atezolizumab exhibieron extenso dafio histopatologico.

De forma alarmante, el analisis morfométrico demostré que el bloqueo del eje indujo
una remodelacion geométrica aberrante del grano actinomicotico, el cual incrementd
significativamente su area, perimetro y su indice de circularidad, correlacionando con

una elevacion exponencial y dosis-dependiente de la carga bacteriana local.

El hecho de que atezolizumab no altere el control microbiano ni induzca mortalidad en
modelos murinos oncoldgicos convencionales 88291128 demuestra de manera
irrefutable que la desregulacion fatal es un evento dependiente del contexto infeccioso
cronico, mimetizando de forma precisa los reportes clinicos de reactivacion fulminante

I B31-135 Nuestro

de tuberculosis en pacientes con cancer sometidos a terapias con IC
modelo aporta evidencia de estos eventos adversos y demuestra que el punto de control

PD-1/PD-L1 es necesario para mantener la integridad estructural del granuloma.
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Finalmente, los ensayos funcionales in vitro aportan la evidencia mecanicista sobre
cémo el microambiente cronico altera la susceptibilidad celular y desestabiliza la
contencion fisica del actinomicetoma. Por un lado, el ensayo de proliferacion de
esplenocitos demostré que la infeccion por N. brasiliensis rompe la respuesta
homeostatica clonal observada en animales sanos, induciendo una marcada

heterogeneidad bioldgica en la capacidad replicativa linfoide tras el bloqueo de PD-L1.

Por otro lado, de manera crucial, el ensayo de quimiotaxis y adhesion en cdmara de
Boyden revel6 que el bloqueo de PD-L1 abate drasticamente la densidad celular y la
capacidad de anclaje de los leucocitos expuestos al antigeno bacteriano. Este hallazgo
demuestra cuantitativamente que el eje PD-1/PD-L1 regula de forma directa las
moléculas de adhesion celular e integrinas en las poblaciones efectoras durante la fase

cronica.

Se constata que la interrupcion farmacologica de esta via desmantela las fuerzas de
cohesion y anclaje necesarias para mantener la corona celular compacta del granuloma
126 Al perderse este freno y control migratorio intracelular, la arquitectura de
contencion histologica se colapsa, facilitando la expansién aberrante del grano
actinomicotico, la proliferacion bacteriana masiva y el consecuente desenlace fatal en

el hospedero %6

Por todo lo anterior, nuestro estudio establece que la via de sefializacion PD-1/PD-L1
es un componente homeostatico indispensable para el mantenimiento de la contencién
inmunolodgica y la supervivencia del hospedero en el actinomicetoma crénico por N.

brasiliensis. Su bloqueo terapéutico desarma los mecanismos de adhesion y

139



compartimentalizacién celular, liberando una expansioén bacteriana aberrante y una
disfuncion molecular sistémica. Estos hallazgos alertan sobre el riesgo critico latente
que representa la inhibicion de puntos de control inmunitario en pacientes oncoldgicos

con infecciones bacterianas cronicas granulomatosas subyacentes.
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10 CONCLUSION

Se rechaza la hipdtesis alterna. El uso de un anticuerpo monoclonal anti-PD-L1
contribuye significativamente a la exacerbacion de la infeccién cronica en el

actinomicetoma por N. brasiliensis en el modelo experimental en ratones BALB/c.
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1.

11 LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS

Empleo de un iinico modelo murino: La cepa BALB/c presenta un sesgo genético
hacia respuestas inmunoldgicas de tipo Th2, lo que influye en la respuesta
inflamatoria. Perspectiva: Replicar los hallazgos en otras cepas murinas, como la
C57BL/6 (con sesgo Thl), para determinar si el papel protector del eje PD-1/PD-
L1 es un fendmeno dependiente del contexto de la inmunidad adaptativa.
Asimismo, evaluar el bloqueo en modelos humanizados o en cepas con deplecion
de subpoblaciones celulares especificas.

Evaluaciéon de un solo punto de control inmune: El trabajo se centr6 en la via
PD-1/PD-L1, sin explorar otros mecanismos inhibitorios como TIM-3, LAG-3 o
CTLA-4, que podrian actuar de manera sinérgica o redundante en el microambiente
del actinomicetoma. Perspectiva: Realizar un andlisis de la expresion de otros
receptores inhibitorios en las poblaciones leucocitarias infiltrantes del
actinomicetoma y en los o6rganos linfoides secundarios. Adicionalmente, evaluar el
bloqueo combinado de multiples puntos de control.

Uso de un anticuerpo monoclonal humanizado en un modelo murino: El uso
de atezolizumab, presenta limitaciones debido a su posible inmunogenicidad. La
generacion de anticuerpos antidroga y las diferencias estructurales entre especies,
que podrian alterar su afinidad de unidn, su farmacocinética y su biodisponibilidad.
Perspectiva: Cuantificar los anticuerpos antidroga (anti-atezolizumab) en
muestras de suero de animales tratados mediante un ensayo de ELISA indirecto.
Asimismo, evaluar el bloqueo mediante anticuerpos anti-PD-L1 murinos y realizar

estudios de dosis-respuesta.
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4. Ausencia de analisis de mecanismos moleculares intracelulares: El estudio
carece de un andlisis molecular que permita dilucidar las vias de sefializacion
intracelulares implicadas en la regulacion del eje PD-1/PD-L1 durante la infeccion,
como la activacion de STAT3, NF-kB o IRF4. Perspectiva: Determinar el perfil
de expresion génica y otros factores de transcripcion en células del microambiente
del actinomicetoma mediante PCR cuantitativa en tiempo real, para correlacionar
la activacion molecular y el agotamiento inmunologico observados. Ademas,
implementar RNA-seq y espectrometria de masas para caracterizar el perfil
transcriptomico y protedmico del tejido infectado en condiciones basales y tras el
bloqueo de PD-L1.

5. Caracterizacion funcional de las poblaciones mieloides: Se cuantificaron los
porcentajes de neutrdéfilos y macrofagos, asi como quimiotaxis; sin embargo, no se
realizaron ensayos funcionales que permitieran evaluar su estado de activacion,
capacidad fagocitica, produccion de especies reactivas de oxigeno o formacion de
trampas extracelulares durante el bloqueo de PD-L1. Perspectiva: Estudiar las
poblaciones mieloides para identificar cambios funcionales tras el bloqueo de PD-
L1.

6. Evaluacion limitada al compartimento celular y tisular: El estudio se centr6 en
poblaciones celulares infiltrantes y en el microambiente local del actinomicetoma,
sin explorar la respuesta humoral especifica, el depdsito de complejos inmunes o el
dano a organos sistémicos. Perspectiva: Cuantificar los titulos de anticuerpos
séricos especificos anti-N. brasiliensis (anti-Nb) mediante ELISA indirecto, para
establecer el impacto del bloqueo de PD-L1 en la activacion y la cooperacion de la

respuesta linfoide B periférica. Asimismo, evaluar el depdsito de complejos
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inmunes en biopsias de rifion mediante inmunofluorescencia, para determinar si los
cambios en las citocinas sistémicas estuvieron mediados por una glomerulonefritis
membranoproliferativa secundaria que pudiera explicar la mortalidad observada.
Evaluacion en la fase cronica de la infeccion: El estudio se limito a la fase cronica
(70-100 dpi), sin explorar el impacto del bloqueo de PD-L1 en fases mas tempranas
de la infeccion, en las que la respuesta inmunologica podria ser més susceptible a
la modulacion farmacolégica. Perspectiva: Evaluar el bloqueo de PD-L1 en las
fases aguda, subaguda y cronica para determinar si el efecto observado depende del
tiempo de evolucion.

Ausencia de terapia antimicrobiana convencional: El estudio evalu6 el bloqueo
de PD-L1 como monoterapia, sin explorar su posible sinergia con el tratamiento
antibiotico, que constituye el estandar de manejo clinico en pacientes con
actinomicetoma. Perspectiva: Evaluar el bloqueo de PD-L1 en combinacion con
la terapia antimicrobiana, como trimetoprim-sulfametoxazol, amikacina o
imipenem, para determinar si la administracion conjunta podria modular la
respuesta inmunologica sin comprometer el control bacteriano.

Falta de evaluacion de otros organos y tejidos: El estudio se centrd en el
actinomicetoma y en 6rganos linfoides secundarios (ganglio popliteo y bazo), sin
explorar el impacto sistémico del bloqueo de PD-L1 en otros 6rganos, como el
pulmon, el higado o el riiién, donde ocurren fendémenos inflamatorios subclinicos.
Perspectiva: Ampliar el andlisis histopatologico a otros o6rganos durante el
tratamiento con anti-PD-L1, para identificar posibles fendémenos de toxicidad

sistémica.
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13 ANEXO 1. MATERIALES Y REACTIVOS QUIMICO-

BIOLOGICOS

Modelo bioldégico e insumos del bioterio

Cepa de ratones: Ratones hembra de la cepa BALB/c. Carl Hansen obtenidos de la
Small Animal Section, Veterinary Resources Branch, National Institutes of Health
(Bethesda, MD, EE. UU.).

Alimentacion experimental: Dieta estandarizada LabDiet 5008 Formulab Diet (Cat.
5008, Purina México S.A. de C.V., México).

Cepa bacteriana: Cepa de referencia de Nocardia brasiliensis (Lindenberg) Pinoy,
designacion de la cepa: HUJEG-1 ATCC 700358.

Farmacos

Atezolizumab: Anticuerpo monoclonal humanizado anti-PD-L1, Tecentriq®,
solucion de 1200 mg / 20 ml (Roche/Genentech).

Coctel anestésico: Mezcla inyectable a base de clorhidrato de ketamina 2 mg
(Anesket, PISA Agropecuaria, México) y Xilacina 0.4 mg (Procin, PISA Agropecuaria,
México).

Reactivos histologicos y de montaje

Hematoxilina: Colorante nuclear cationico. Hematoxilina de Harris. (Cat. 50296,
CTR, México)

Eosina amarillenta alcohdélica: Colorante citoplasmatico anidnico (Cat. MY.8650-
250, Meyer).

Medio de montaje histologico: Resina sintética liquida optimizada para diafanizacion
y sellado 6ptico. Fisher Chemical Permount (Cat. 15832544, Fisher scientific, Espana).

Parafina: Parafina purificada para infiltracion e inclusion de bloques de tejido.
Parafina para histologia 56-58°. (Cat. 50904, CTR, México).

Reactivos para ensayos in vitro y citometria de flujo

Kit CBA: Para la cuantificacion multiplexada de citocinas. BD Cytometric Bead Array
(CBA) Mouse Inflammation Kit (Cat. No. 552364; BD Biosciences, EE. UU.).

CFSE: Diacetato de carboxifluoresceina succinimidil éster. Reactivo CFSE (Cat.
565082, BD Horizon, BD Biosciences, EE. UU.). Alicuotas reconstituidas en DMSO
estéril; protegido de la luz a -20 °C.

7-AAD: Solucién de tincion de viabilidad BD Pharmigen 7-AAD. (Cat. 51-68981E,
Invitrogen, EE. UU.)
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Anticuerpos marcados con fluorocromos para citometria de flujo: BD Biosciences,

EE. UU.

Tabla 2. Anticuerpos marcados con fluorocromos para citometria de flujo
Panel celular Proteina blanco Fluorocromo Clona
Panel linfoide CD3 APC-Cy7 17A2

CD4 Pacific Blue RM4-5
CD8a V500 53-6.7
CD279 (PD-1) PE J43
Panel mieloide CD45 BV421 13/2.3
Ly6G APC-Cy7 1A8
F4/80 AF488 T45-2342
CD274 (PD-L1) PE MIHS5

Mitégenos y Estimulantes Clonales: Concanavalina A. Concanavalin A (Cat. C0412,
Sigma- Aldrich, Alemania). ConA, stock de 1 mg/ml en PBS estéril.

Gradientes de densidad celular: Ficoll-Paque premium 1.073 g/ml (cat. GE17-5446-
52, Merck, Sigma-Aldrich, Alemania).

Sales base: Pastillas para la reconstitucion rapida de amortiguador PBS. Amortiguador
de fosfato salino. (Cat. P4417-50TAB, Sigma-Aldrich, Alemania). Para 200 ml por
tableta.

Estandar de turbidez: Escala de referencia estandar de McFarland.

Material de Consumo e Insumos Desechables

Microtubos: Tubos tipo Eppendorf con capacidad de 1.5 ml. (Cat. 0030120086,
Eppendorf, Alemania).

Tubos conicos: Tubos Falcon de polipropileno de 15 ml y 50 ml (Falcon, Corning, EE.
uu.).

Jeringas y Agujas: Jeringas para tuberculina con punta de rosca Luer-Lock / Slip, y
agujas hipodérmicas calibre 16 G x 16 mm (Terumo, México).

Filtros de cultivo: Unidades de filtracion de membrana con poro de 0.22 pm Millex
GS MF-Millipore MCE Membrane (Cat. SLGSR33SS, Merck, Alemania).
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Filtros de ensayo: Membrana de nitrocelulosa con tamafio de poro de 0.45 um (Cat.
HAWP 013 00, Millipore, Merck, S-A, Alemania).

Filtros de tejido: Tamiz celular con poro de 70 um (Cat. FALO02060, Falcon,
Corning, EE. UU.).

Placas de cultivo: Placas de microtitulaciéon de 96 pozos con fondo en U, fabricadas
en polipropileno estéril con tapa (Costar® Cat. No. 3790; Corning).
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14 ANEXO 2. SOLUCIONES Y AMORTIGUADORES

Amortiguador de Digestion Enzimatica Tisular (Concentracion 10x): Mezcla constituida
por 182.6 mg de Colagenasa (C9891-16; Sigma-Aldrich, EE. UU.) y 62.4 mg de Hialuronidasa
(H3506-16; Sigma-Aldrich, EE. UU.), aforados c.s.p. 50 mL de medio MEM-HBS base (Cat.
No. 11575032; Gibco, EE. UU.).

Amortiguador PBS libre de Ca**/Mg** (1 L): Disolucion en agua bidestilada de NaCl 137
mM (8.0 g), KC12.7 mM (0.2 g), Na2HPO4 10 mM (1.4 g) y KH2PO4 1.8 mM (0.2 g). Filtrado
a través de membrana de 0.22 pm y almacenado a 4 °C.

Amortiguador Barbitiricos Veronal (1 L): Preparado disolviendo Acido dietilbarbitarico
(0.4605 g), Dietil barbiturato de sodio (1.0309 g) y NaCl (2.92 g) en agua destilada, agitando
constantemente hasta lograr una soluciéon homogénea y aforando a un volumen final de 1000
mL.

Caldo y Agar Infusion Cerebro Corazén (BHI): Medio BHI estéril en fase liquida y medio
solido Agar BHI preparado a partir de bases comerciales (Cat. No. 241830; BD Difco, EE.
uu.).

Medio RPMI Completo (cCRPMI): Para un volumen final de 50 mL, se suplemento el medio
base RPMI 1640 con suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor al 10 % (5 mL),
penicilina/estreptomicina al 1 %, L-glutamina 2 mM (0.5 mL de un stock comercial de 200
mM), HEPES 10 mM vy piruvato de sodio 1 mM (SLM-240, Sigma-Aldrich, EE. UU.). Se
adiciond B-mercaptoetanol 50 uM inmediatamente antes de su uso, filtrando la solucién total
a través de membranas de 0.22 um y almacenando a 4 °C.

Solucién Concentrada de Lisis de Eritrocitos (Concentracion 10x): Formulacion a base de
NH4Cl (8.02 g), NaHCO:s (0.84 g) y EDTA disodico (0.37 g) disueltos c.s.p. 100 mL de agua
grado Millipore.

Solucion de Geys (1 L): Amortiguador salino para ensayos de quimiotaxis preparado mediante
la disolucion de NaCl (3.5 g), KCI (1.85 g), Na,HPO4-7H,O (1.24 g), KoHPO4 (0.119 g), D-
Glucosa (5.0 g) y Rojo de fenol (0.05 g) en agua destilada. La solucion se aford a un volumen
final de 1 L y se esteriliz6 en autoclave a 120 °C durante 15 min.

Solucién de Lisis de Eritrocitos ACK (1 L): Preparacion manual disolviendo NH4Cl 150 mM
(8.02 g), KHCO; 10 mM (1.0 g) y EDTA 0.1 mM (0.037 g) en agua bidestilada. El pH se ajusto
a un rango estricto de 7.2—7.4 empleando NaOH para clarificar el EDTA. Conservado a
temperatura ambiente por un periodo maximo de 6 meses.

Solucion Descalcificadora de EDTA al 10% en Tris Base 0.1 M (1 L): Preparacion manual
disolviendo Tris base 0.1 M (12.11 g) y EDTA disodico dihidratado al 10% p/V (100 g) en
agua destilada. El pH se ajust6 a un rango estricto de 7.2—7.4 empleando NaOH para lograr la
disolucion completa del EDTA. Almacenado en refrigeracion a 4 °C.

Solucién Salina Normal (SSN): Solucién estéril de NaCl al 0.9 % de grado clinico
(Laboratorios PISA, México).
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15 ANEXO 3. EQUIPOS DE LABORATORIO

Citémetro de flujo: Modelo BD LSR Fortessa™ (BD Biosciences, EE. UU.), operado
bajo la calibracion de voltajes estandarizada para los fluorocromos del panel mieloide
y linfoide murino.

Tabla 3. Configuracion del citometro BD LSR Fortessa

Panel celular Proteina blanco Fluorocromo Detector Voltaje
FSC 258
SSC 280
Viabilidad 7-AAD PerCP-Cy5.5 615
celular
Panel linfoide CD3 APC-Cy7 APC-Cy7 621
CD4 Pacific Blue Pacific Blue 477
CD8a V500 AmCyan 472
CD279 (PD-1) PE PE 390
Panel mieloide CD45 BV421 Pacific Blue 352
Ly6G APC-Cy7 APC-Cy7 621
F4/80 AF488 FITC 469
CD274 (PD-L1) PE PE 390
CBA citocinas FSC 351
SSC 240
Clasificacion de las APC APC 380
citocinas
Concentracion de las PE PE 360
citocinas
Proliferacion FSC 257
SSC 263
CFSE FITC 450

Microscopio optico digital: Estacion Motic® RED220 equipada con una cémara
integrada Moticam BTU (Motic, China) para la documentacién fotografica de las
laminillas.

Incubadora microbiolégica: Incubadora J.M. Ortiz (México) calibrada para el
crecimiento aerobio de actinomicetos.

Homogeneizador de tejidos: Sistema Potter-Elvehjem de piston de vidrio para la
obtencion de suspensiones celulares unicelulares libres de detritos de forma manual.

Dispositivos opticos de conteo y metrologia: Camara de Neubauer (hemocitometro
estandar), Vernier/calibrador digital, centrifuga de laboratorio y balanza analitica de
precision.
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16 ANEXO 4. SOFTWARE

BD FACSDiva™ version 8.0: Software dedicado para la adquisicion automatizada de
datos y establecimiento de voltajes/compensaciones de citometria de flujo (BD
Biosciences, EE. UU.).

CBA Analysis Software version 1.1.15: Plataforma informatica especializada en la
interpolacion matematica de curvas estandar para citometria CBA (BD Biosciences,
EE. UU.).

Motic Images Plus version 3.1: Software de analisis optico digital empleado para la
morfometria geométrica computarizada de los granos bacterianos (Motic, China).

ModFit LT™ version 3.2: Software de modelado estocéstico celular para el analisis
de los indices de estimulacion y division de CFSE (PCBD Cat. 349329).

GraphPad Prism version 8.0.1: software para el procesamiento estadistico de los
datos experimentales y generacion de graficas vectoriales de alta resolucion (GraphPad
Software Inc., EE. UU.).
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