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ESPOROTRICOSIS

LINFOCITOS FORMADORES DE ROSETAS EN PACIENTES CON LA FORMA
CUTANEA DE LA ENFERMEDAD

M. L. ESCOBAR, M. E. MEDINA, F. MONTOYA

En 21 pacientes con esporotricosis linfocu-
tinea se cuantificaron los linfocitos formado-
res de rosetas E totales, activas y estables. Se
determinaron, ademads, posibles factores circu-
lantes moduladores de la formaciéon de rosetas
E, tanto en el suero de casos como de contro-
les. Los resultados demuestran la inexistencia
de factores séricos moduladores y no se detec-
taron modificaciones en las subpoblaciones de
linfocitos analizadas.

Se concluye que las fallas en los mecanismos
de respuesta inmune del individuo con esporo-
tricosis tegumentaria, radican en sitios dife-
rentes de las poblaciones linfoides, quizids en
la capacidad litica de sus células fagociticas.

INTRODUCCION

La esporotricosis es la micosis producida
por el Sporothrix schenckii y constituye una
de las micosis mas prevalentes en Colombia
(1,2). Usualmente compromete la piel, el teji-
do subcutaneo y los linfaticos regionales (3).
Este tipo de presentacidon es el mas frecuente
pero ocasionalmente puede comprometer pul-
mones, huesos, articulaciones y meninges como
si se tratara de una micosis sistémica (4, 5). Es
poco lo que conocemos sobre los mecanismos
de interaccidon agente-huésped en la esporotri-
cosis y las alteraciones inmunologicas del
individuo enfermo apenas empiezan a diluci-
darse (6). En los pacientes con esporotricosis
sistémica se han postulado algunos defectos
inmunolégicos, ya que mas de la mitad de los
casos presentan una enfermedad maligna de
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base (4,5). Pluoffe et al (7) demostraron en
6 pacientes con la forma sistémica, anergia
cutanea a varias estimulinas, incluida la espo-
rotriquina, asi como defectos en la linfoblas-
totransformacion, tanto inducida por mitoge-
nos como por antigenos del propio hongo. En
5 pacientes con la forma cutanea, no demos-
traron anormalidades. Respecto a la cuantifi-
cacion de poblaciones de linfocitos, en cuatro
pacientes con la forma sistémica no detectaron
alteraciones. En los casos con las formas cuta-
neas no se hicieron estas determinaciones y no
existen informes en la literatura sobre linfoci-
tos formadores de rosetas E totales, activas o
estables, en las formas localizadas de la enfer-
medad (8-10). Desconocemos si los pacientes
con esporotricosis poseen en su sangre factores
moduladores de la formacidén de rosetas E, tal
como se ha demostrado en pacientes con TBC
pulmonar (11, 12).Este trabajo tuvo por objeto
el determinar posibles alteraciones en el nume-
ro de linfocitos formadores de rosetas E y
detectar la presencia de factores estimuladores
o supresores de rosetas en pacientes con espo-
rotricosis cutanea.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes y controles: Entre marzo de 1981
y febrero de 1986 se seleccionaron en el labo-
ratorio de micologia de la facultad de medicina
de la Universidad de Antioquia (Medellin,
Colombia), 21 pacientes mayores de 7 afios
con esporotricosis cutanea confirmada por el
aislamiento del agente etiologico y una intra-
dermorreaccién de mas de 10 mm con esporo-
triquina de antigeno polisacarido de fase
levadura, o una dilucion 1: 1000 (P/V). Los
pacientes no estaban recibiendo yoduros u otro
tipo de antimicoticos al momento de la evalua-
cién. Como controles se estudiaron 21 volun-
tarios sanos, mayores de 13 afiosy sin antece-
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dentes de esporotricosis en el pasado. Tanto
los casos como los controles fueron sangrados
en ayunas para la obtencién de suero y de
sangre total.

Separacion de linfocitos: Diez mililitros (10
ml) de sangre heparinizada se mezclaron con
100 mg de hierro carbonilo (G AF Corporation,
NY) y se incubaron por 30 min. a 37°C, con
agitacion manual cada 5 min. Después de la
incubacion la sangre se mezcld con un volumen
igual del medio RPMI. 1640. Los linfocitos se
aislaron sobre un gradiente de densidad de
Ficoll-Hypaque (13), se lavaron y ajustaron a
una concentraciéon de 2 X 10°¢ células/ml. La
viabilidad se determind con Azul de Tripano
y fue siempre mayor del 97%.

Preparacion de los globulos rojos de carne-
ro: La sangre de carnero fue recolectada en
solucién de citrato-fosfato-dextrosa (FEU).
Los glébulos se purificaron mediante lavados
en solucion de NaCl 0.15M y se ajustaron a
una concentracion final de 0.5% (V/V) con
RPMI 1640 suplementado con 30 mM de
Hepes, suero bovino fetal al 10% y antibioti-
cos.

Formacion de rosetas: Los porcentajes de
rosetas E totales, activas y estables, se deter-
minaron tanto con los linfocitos frescos recién
aislados, como después de incubarlos con los
sueros de los casos o de los controles, segun
esquema que se describe mas adelante.

Las técnicas utilizadas para la determinacion
de los diferentes tipos de rosetas E, fueron las
anteriormente descritas por Aristizabal y Gar-
cia (14). Resumiendo: 0.2 ml de gldbulos
rojos de carnero al 0.5% (V/V) se mezclaron
con igual volumen de linfocitos a la concen-
tracion 2 X 10° células/ml. La mezcla se
incubo por 5 min. a temperatura ambiente y
se centrifugd luego a 250 X g/5 min. Las rose-
tas E activas se determinaron inmediatamente
después de la centrifugacion; las rosetas E
totales se contaron después de 1 h de incuba-
cion a 4°C y las rosetas E estables, luego de
30 min. a 37°C.

Factores moduladores de formacion de rose-
tas E: Durante 2 horas y a 37°C se incubaron
0.4 ml de linfocitos (2 X 10°¢ células/ml) con
igual volumen de suero sin diluir. Los cruces
de sueros de casos y controles con los linfoci-
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tos respectivos, se cifieron al siguiente esque-
ma: 1. Linfocitos del caso con suero del caso;
2. Linfocitos del caso con suero control; 3.
Linfocitos de control con suero del caso; 4.
Linfocitos del control con suero del control.

Al término de las 2 h. de incubacidn, las
células se lavaron 2 veces y se resuspendieron
en RPMI 1640 con 30 mM de Hepes, suero
bovino fetal al 10% y antibidticos. A conti-
nuacién en cada tubo se determino el porcen-
taje de rosetas E totales, activas y estables.

Analisis estadistico: Los resultados son pre-
sentados como la media aritmética + error
estandar de la media (EE). Los analisis de
significancia se realizaron con la prueba de T-
student para grupos parecados.

RESULTADOS

Todos los pacientes estudiados procedian
del Departamento de Antioquia, a saber: 6 del
Valle de Aburra (28,6%) y 15 (71,4%) de otras
zonas. Estos ultimos en su mayoria eran de
areas rurales y estaban dedicados a la agri-
cultura.

Edad y sexo: Predomind el sexo masculino
(76,2%); hubo pacientes desde 8 hasta 67 afios
pero el mayor numero estuvo comprendido en
las tres primeras décadas (71,4%) (Tabla 1).

Localizaciéon, formas clinicas y evolucion
de la enfermedad: En el 76% de los casos las
lesiones se localizaron en los miembros supe-
riores; la frecuencia de las formas fijas fue
similar a la de las linfangiticas (50% de cada
una); hubo periodos de evolucion desde 20
dias hasta 17 afios, con una media de 20 meses.

Tabla 1. Edad y sexo en 21 pacientes con esporotricosis.

Sexo Total

Grupos
de edad Masculino | Femenino No. %

0-10 1 0 1 4.8
11-20 5 2 7 33.3
21-30 7 ] 7 33.3
31-40 2 1 3 14.3
41-50 0 1 1 4.8
51-60 0 ] 0 0.0
61 y mds 1 1 2 9.5
Total 16 5 21 100.0

(76.2%) 23.8%)




LINFOCITOS T EN ESPOROTRICOSIS CUTANEA

Linfocitos formadores de rosetas E: No
hubo diferencias significativas entre los casos
y los controles en cuanto a la formacién de
rosetas E totales, activas o estables. Los pro-
medios se pueden observar en laTabla2. Igual-
mente, no se observaron diferencias entre los
casos con las formas linfangiticas y aquellos
con las formas fijas (Tabla 3).

Tabla 2. Linfocitos formadores de rosetas E en casos y con-
troles.

07 rosetas E*

Individuos

estudiados Total Activa Estable
Pacientes 53,8t 22 32,4%3,2" | 5,81t 1,3
Controles 57,1 2.3 35,3 3,0 56%1,1

* Los resultados representan el promedio de los 21 indivi-
duos estudiados en cada grupo + error estindar de la
media.

Los promedios de rosetas E totales oscila-
ron, en general, entre 52% y 57% ; los prome-
dios de las activas entre 30% y 35% y los de
las estables entre 5,3% y 6,3%. Los anteriores
resultados fueron similares a los de los contro-
les normales.

Tabla 3. Linfocitos formadores de rosetas E en casos con las
variedades linfangitica y fija de la enfermedad.

% rosetas E*
Forma
clinica Total Activa Estable
Linfangiti-
ca(10) 522+%4 30,41 3,5 5,3%2,0
Fija (11) 55,21 3,7 34,3%53 6,3 1,6

* Los resultados representan el promedio de los individuos
estudiados en cada grupo * error estidndar de la media.

Factores moduladores de formacién de
rosetas E: No se obtuvo ningin efecto estimu-
lante o depresor al incubar con los sueros auto-
logos u homdlogos (Tabla 4). El promedio
porcentual de rosetas E estables fue mayor
con los linfocitos incubados con sueros de
pacientes o controles, que con los linfocitos
frescos; sin embargo, dichas diferencias no
fueron significativas.
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Tabla 4. Linfocitos formadores de rosetas E incubadas con
sueros autdlogos y homdlogos de casos y controles.

% rosetas E*

Tipo de mezcl

linfocito-suero| Total Activa Estable
1 49,8+ 5,0 38,0X44 | 10427
2 51,6 % 4,6 426133 | 10,4%2,3
3 498 L 4,6 37,2t 456 7,4t2.3
4 51,4t 4,0 44,3* 36 8,3%f20

Los resultados representan el promedio de los individuos
estudiados en cada grupo % error estdndar de la media.

DISCUSION

La inmunidad mediada por células parece
jugar un papel primordial en la resistencia
frente a los agentes micoticos (15. 16). La esti-
macion del numero de linfocitos T circulantes
es uno de los métodos mas utilizados en la
valoracion de dicha inmunidad (8). Los lin-
focitos T humanos se caracterizan por formar
rosetas espontaneas con eritrocitos de carnero
(rosetas E) (17). Aquellos linfocitos que poseen
receptores de alta afinidad para los eritrocitos
pueden identificarse por su capacidad para
formar rosetas E activas o estables (18, 19).
Estas lineas celulares podrian representar sub-
poblaciones diferentes de linfocitos T (20).
En casos de tuberculosis pulmonar se han
podido detectar en los sueros de pacientes,
sustancias circulantes que inhiben la formacién
de rosetas E con los linfocitos de controles
normales, asi como factores séricos de indivi-
duos normales que estimulan la formacidn de
rosetas con los linfocitos de enfermos (11, 12).

Cada uno de los aspectos anteriores se evalud
en la presente investigaciéon y no se encontra-
ron cambios en el numero de linfocitos forma-
dores de las distintas rosetas E, ni en la capaci-
dad de formarlas por influencia de posibles
factores séricos estimulantes o depresores.

Estos resultados, asi como los de Pluoffe et
al (7) y los de Meléndez et al (21) demuestran
que las poblaciones linfoides en sangre perifé-
rica de individuos con esporotricosis linfocu-
tanea permanecen inalteradas tanto cuantita-
tivamente como a nivel funcional (respuesta
blastica a mitdgenos), durante el ataque micro-
biano y la falla en los mecanismos de resisten-
cia del huésped, que propicia el desarrollo de
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la enfermedad, quiza recaiga en otro nivel, tal
como lo han demostrado Gonzilez et al (6)
en el sistema fagocitico del individuo enfermo.

SUMMARY

Active and stable E rosette forming lympho-
cytes from 21 patients with lymphocutaneous
sporotrichosis were quantified and compared
with a healthy control group. There were no
significant differences, between the two groups.
Incubation of cells from patients in controls
serum and viceversa failed to show any inhibi-
tory effect of the patients sera on rosette
formation. Based upon these results the authors
suggest that the immune defect in patients
with sporotrichosis, if it exists, is not at the T
lymphocyte level.
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