Analisis ultraestructural de la infectividad de Sporotrix schenckii a epitelios.
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Introduccion:
Sporothrix schenckii es un hongo dimorfico y patégeno de humanos y animales, causa la esporotricosis, una
micosis oportunista cutanea / subcutdnea granulomatosa de curso subagudo y crénico, frecuentemente asociada a
padecimiento linfatico nddular. La esporotricosis es reportada como una micosis emergente debido a la utilizacion de
terapias inmunosupresivas, SIDA, cancer y alcoholismo [1]. Las interacciones entre patdogeno y el tejido hospedero son

el paso inicial de la infeccion, sin embargo las bases que rigen dicho proceso, han sido poco estudiadas.

Objetivo
Elucidar los mecanismos involucrados en la patogenicida ultraestructural de S. schenckii sobre el tejido

epitelial.

Metodologia

Cultivos de células epiteliales L929 fueron expuestos a diferentes tiempos de interaccion con levaduras de S.
schenckii (5, 12, 24 y 48 h) [2]. Después de la interaccion, las muestras fueron procesadas para: 1) inmunocitoquimica
para tubulina, 2) citoquimica para actina [3], asi como para 3) MET y SEM. Finalmente las muestras fueron procesadas

para ensayos citoquimicos con DAPI, naranja de acridina, inmunodeteccion de caspasa 3 y fragmentacion de DNA [4].

Resultados

Con el fin de determinar si la interaccion del las levaduras de S. schenckii era capaz de promover de alteracion
sobre la morfologia del epitelio, se realizo la interaccion por 5, 12, 24 y 48 h. Conforme transcurre el tiempo de
interaccién de las levaduras con los epitelios, se observo alteracion en la integridad de la monocapa, pérdida de los
contactos celulares, alteracion morfolégica de la célula blanco y a tiempos largos de interaccion (48 h), se presentd
efecto citopatico sobre la célula blanco. Sin embargo en este trabajo se considero a las fibras epiteliales de tubulina y de
actina como marcadores de dafio celular por la interaccion con las levaduras. Durante la interaccion, se observo la
alteracion en el arreglo de las fibrillas de tubulina y actina, Estos experimentos sugieren que el dafio al citoesqueleto es
dependiente del tiempo de interaccion de las levaduras con los epitelios Por otra parte, se analiz6 la interaccion entre las
levaduras de S. schenckii y los epitelios a nivel ultraestructura. Después de 5 h de interaccion, se aprecia que el material
microfibrilar electrondenso de la pared celular del hongo estd en intimo contacto con la membrana plasmatica de la
célula epitelial. A 12 h de interaccion, la levadura, estd en intimo contacto con la membrana plasmatica epitelial. A ese

mismo tiempo de interaccion la célula blanco, presento indicios de dafio celular, como edematizacién de mitocondrias,



citolisis, cambios en la continuidad del perimetro y tamafio nuclear y vacuolizacion del citoplasma. En la célula epitelial
a las 72 h de interaccion, se observa a las levaduras adheridas a la superficie celular, presentandose condensacion de
cromatina, pérdida de la polaridad celular, pérdida de los contactos celulares y cambio en la relacion nticleo —
citoplasma. Estos resultados sugieren que la interaccion promueve dafio ultraestructural de manera tiempo dependiente.
Para analizar los cambios en la superficie de la célula epitelial por la interaccion con las levaduras de S. schenckii, se
utilizé la microscopia electronica de barrido. A las 12 h de interaccion, se observo que el patdgeno comienza a alterar
la integridad de la monocapa epitelial, existe pérdida de los contactos celulares, asi como la formacién de ampollas o
“‘blebs’’ sobre la superficie celular. Sin embargo, a las 48 h de interaccion de las levaduras con los epitelios se observo
dafio sobre la monocapa epitelial. Finalmente, por medio de ensayos citoquimicos con DAPI y naranja de acridina,
inmunodeteccion de caspasa 3 y fragmentacion de DNA, se observo que la interaccion del hongo, desencanta apoptosis

en el tejido epitelial.

Discusiones

En este trabajo, demostramos que la interaccion de las levaduras con el tejido epitelial, promueve dafio celular
y alteraciones anatomoultraestructurales de manera tiempo dependiente, esto esta en relacion con la habilidad que posee
el patogeno para invadir y dafar al tejido blanco. El dafio celular que promueve S. schenckii, pudiera ser mediado por la
accion de proteasas, las cuales estan relacionadas con la patogenicidad del hongo. Se sabe que aspartil proteasas y
fosfolipasas son relevantes para invasion y dafo a tejidos por levaduras patégenas [5]. Se conoce que en los procesos de
alteracion morfologica participa el citoesqueleto. En este trabajo, se observd que las levaduras promueven rearreglos del
aparato microtubular del epitelio de manera tiempo dependiente. Resultados similares han sido reportados durante la
interaccion de otros patdgenos con tejidos, Listeria monocytogenes, Paracoccidiodes brasiliensis y Candida albicans,
los cuales son capaces de promover sefalizacion via MAPK’s induciendo alteracion en la arquitectura del citoesqueleto,
originando alteracion en la arquitectura de los microtibulos y disipacion de filamentos de actina, favoreciendo la
internalizacion del patégeno, continuando con la ruta transcelular de diseminacion [6]. Por otra parte, el analisis
ultraestructural de la interaccion entre las levaduras de S. schenckii y los epitelios mostré la superficie del epitelioa 12 h
de interaccion responde emitiendo prolongaciones citoplasmaticas que rodean a la levadura. De manera sorprendente se
observo en un campo a 48 h de interaccion una levadura internalizada en el epitelio, la cual estaba dentro de una
vacuola endocitica. Sin embargo, ha sido determinado que algunos microorganismos patdogenos son capaces de inducir
su propia endocitosis por células no profesionalmente fagociticas, por ejemplo Candida albicans [7], Criptococcus
neoformans (8], Aspergillus fumigatus [9], a través de monocapas endoteliales. Finalmente, por medio de ensayos
citoquimicos con DAPI y naranja de acridina, inmunodetecciéon de caspasa 3 y fragmentacion de DNA, se observo que
la interaccidn del hongo, desencanta apoptosis en el tejido epitelial. Existe evidencia que muestra que otros patdgenos
como Tripanosoma cruzi, Entamoeba hystolitica, Leishmania mexicana, Criptococcus neoformans y Aspergillus
fumigatus, son capaces de promover y/o mediar la muerte celular por necrosis y apoptosis en células blanco por la
accion de serin proteasas [10]. En suma todos estos datos, indican que la interaccion de S. schenckii con epitelio,

involucra eventos de sefalizacion que afectan la arquitectura celular, permitiendo la dindmica de invasion y



diseminacion del parasito hacia el tejido hospedero. El conocer los procesos de interaccion fingica pueden servir como
base para entender aspectos de la biologia de la esporotricosis y en un futuro pueden servir de apoyo para el desarrollo

de nuevas drogas antifiingicas dirigidas contra receptores esenciales.
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