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Resumen

Q. F. B. Flora Eduarda Cruz Lépez Fecha de graduacién: Julio, 2015
Universidad Autéonoma de Nuevo Leon, Facultad de Medicina

Titulo: “El papel de la angiogénesis en la patogenia del actinomicetoma por N. brasiliensis.”
Numero de paginas: 82

Candidato al Grado de Maestro en Ciencias con Orientacidén en Inmunologia Médica.
Area de estudio: Inmunologia Médica.

Objetivo: Investigar el papel de la angiogénesis durante el desarrollo del
actinomicetoma y sobre el actinomicetoma establecido en un modelo experimental.
Material y métodos: se determind si el fenofibrato inhibe el crecimiento de la bacteria
mediante la técnica de microdilucién en placa. Se administr6 una suspension de
fenofibrato via orogéstrica cada 24 h durante el establecimiento del actinomicetoma y
sobre el actinomicetoma establecido en ratones BALB/c infectados con la cepa
N. brasiliensis HUJEG-1 (ATCC 700358). El tratamiento en ambos casos tuvo una
duracion de 45 dias, tiempo en el que se evaluaron las diferencias en inflamacién y la
evolucién clinica de las lesiones, empleando un vernier y la ecuacion elipsoidea.
También se realizé el andlisis histologico en el sitio de la infeccion mediante tinciones
con hematoxilina y eosina. El proceso de angiogénesis fue evaluado a diferentes tiempos
en la administracién del tratamiento mediante inmunohistoquimica, buscando como
marcadores de vasos sanguineos las moléculas VEGF, eNOS, y LYVE-1, este tltimo
como un marcador indirecto del proceso angiogénico.

Resultados: se comprob6 que el fenofibrato no inhibe el crecimiento de la bacteria a la
concentracion correspondiente a ECsp en ratones. Las lesiones caracteristicas de la
enfermedad se desarrollaron en un menor ndmero de ratones que recibieron el
tratamiento de fenofibrato, durante el establecimiento del actinomicetoma y sobre el
actinomicetoma establecido. Ademas, se observd una disminucion en las medidas de
inflamacion y en la aparicion de lesiones histoldgicas, asi como una disminucion en el
nimero de vasos sanguineos en los sitios de la infeccion.

Conclusiones: La angiogénesis contribuye a la patogenia del actinomicetoma por
N. brasiliensis; la disminucidn de la formacién de vasos sanguineos por el tratamiento
con fenofibrato limita el grado de la lesion.

Firma del asesor

Dr. C. Mario César Salinas Carmona

Wl



Capitulo I

Introduccion

1.1 Micetoma.

El micetoma es una infeccién inflamatoria cronica subcutdnea, caracterizada por
el desarrollo de abscesos con tractos fistulosos por los cuales drenan secreciones
sanguineo-purulentas con presencia de granulos consistentes en colonias del agente

causal, restos celulares y células polimorfonucleares (1-5).

La infeccién es adquirida por inoculacién traumadtica en la piel con material
contaminado y se extiende lentamente hacia dreas adyacentes de la lesion, involucrando
piel y estructuras profundas, provocando ademds deformidades y pérdida de la funcidn.
Generalmente afecta extremidades inferiores, siendo el pie el sitio mds cominmente
afectado (Fig. 1). La lesioén tiende a ser localizada, indolora y sin manifestaciones
sistémicas, a menos que se vean involucradas otras regiones, como térax, cuello, cabeza

y columna vertebral, presentdndose entonces sintomas respiratorios y neurolégicos (1, 6-9).

@

e1% Fig. 1. Sitio de lesién, desarrollo del
2.9%

13% micetoma (Lopez Martinez, 2013).

L]

4.0%

11.3%

j 68.7%



El micetoma puede ser causado por hongos o por bacterias, siendo entonces
clasificado como eumicetoma o actinomicetoma, respectivamente (1, 4, 6). Afecta con
mayor frecuencia a hombres en un rango de 30 a 40 afios de edad. Se han propuesto tres
aspectos necesarios para que esta infeccion se establezca: la cantidad del indculo, el
estado del sistema inmune del hospedero, y la adaptacién hormonal. La ocupacién del
paciente también influye en la presentacion de la enfermedad, pues es comin en
personas que trabajan en condiciones rudimentarias sin prendas de proteccién o zapatos,

en el campo o al aire libre (10).

1.2 Agentes causales de micetoma.

Las bacterias (actinomicetos) mds comunes como agentes causales de
actinomicetomas son Actinomadura madurae, Streptomyces somaliensis, Actinomadura
pelletrieri, Nocardia brasiliensis, y Nocardia asteroides. Madurella mycetomatis es
considerado el hongo (eumiceto) mas comun en ocasionar eumicetomas. Otros como
Scedosporium boydii, Falciformispora senegalensis y Trematosphaeria grisea son

ocasionalmente aislados en los casos de eumicetoma (7).



1.3 Distribucion geografica.

El micetoma representa una enfermedad cldsica, considerada como descuidada.
Es endémica de regiones tropicales y subtropicales, afecta principalmente poblaciones
con niveles socioeconémicos bajos y regiones rurales de Africa, América Latina y Asia,
en latitudes definidas como el cinturén del micetoma. Dicha regién se encuentra
localizada alrededor del trépico de Cancer, entre las latitudes 15° Sur y 30° Norte,
comprendiendo los paises con las tasas mds altas de infeccién. Entre los paises incluidos
en esta regién se encuentran Sudin, Somalia, Senegal, India, Yemen, México y

Venezuela (7, 11-15).

Los datos reportados por Bonifaz et al. en el 2014 revelan que en México el 92%
de los casos de micetoma son clasificados como actinomicetoma, dentro de los cuales el
76% son debido a N. brasiliensis, siendo el principal agente causal de actinomicetomas
en este pais (10). En el 2013, Lopez — Martinez et al. encontraron una amplia
distribucion geogréfica del actinomicetoma, reportando casos en 24 de los 31 estados de
la Republica Mexicana. Los estados con mayor incidencia son Jalisco, Morelos, Nuevo

Leén y Veracruz (Fig. 2) (9).



Trépico de cancer

Estado Casos Estado GCasos  Estado Casos Estado Gasos  Estado Casos
(1) Jalisco 676  (6) Michoacan 243 (11)Yucatin 94 (16) Edo.de México 44 21) Colira 12
(2) Mome s 429 (7)San LuisPotosi 229 (12) Hidalgo 67  (17)Coahuila 3] (22)Campeche 9
(3) Nuevo Ledn 347 (8) Oaxaca 172 (13) Tamaulipas =3} (18) Siraka e (23) Tabasoo 6
(4) Guamem 202 (9) Guanajuato 163 (14) Distrto Federml 49 (19) Nayart 24 24) Chiapas 3
(5) Veracmz 254  (10) Puebla 128 (15) Zacakcas 49 (20) Quentm 14 Sin mporar 452

Figura 2. Distribucion geografica del actinomicetoma en la Republica Mexicana

(Lopez-Martinez et al., 2013).

1.4 Nocardia brasiliensis.

N. brasiliensis es una bacteria intracelular, filamentosa, Gram-positiva, aerobia,
parcialmente dcido-alcohol resistente, saprofita de suelos, no mévil. La bacteria es capaz
de inducir un ambiente de inmunosupresion favoreciendo su crecimiento, mientras que
el tamafio de las lesiones cambia conforme avanza el desarrollo del actinomicetoma (2-

4, 16-21).

El estudio del actinomicetoma por este agente causal anteriormente se ha

establecido en distintos modelos animales. Tras diferentes intentos por diversos



investigadores para encontrar el modelo ptimo que les permitiera estudiar el curso de la
infeccidn, en 1999 Salinas-Carmona et al. desarrollaron un modelo de actinomicetoma
por N. brasiliensis en ratones BALB/c infectados en el cojinete plantar. En el modelo
experimental, se produce inflamacién en los primeros dias de la infeccién y disminuye
entre los dias 7 y 15. La inflamacién aumenta notablemente al dia 30, considerando a la
infeccién como establecida. El tamafio de la lesién sigue incrementando conforme pasa
el tiempo (Fig. 3). Los ratones BALB/c inoculados con este patégeno reproducen la
enfermedad que se desarrolla en humanos. La respuesta humoral de los ratones
infectados es semejante a la que se desencadena en humanos, con presencia de

anticuerpos dirigidos contra N. brasiliesnsis (16, 22, 23).

Establecimiento del micetoma
1.0- ]
-+ |nfeccion natural
0.8-
0.6-
0.4-

0.2+

Inflamacién en cm cubicos

Tiempo de tratamiento

Fig. 3. Evolucion clinica del actinomicetoma, segtn el tamafio de la lesion. Cada punto

representa el promedio de las medidas por dia de evaluaciéon + SEM.



1.5 Taxonomia e identificacion de N. brasiliensis.

N. brasiliensis es caracterizada por un alto contenido de nucleétidos G y C (60 -

70%), y acidos grasos con tres dobles enlaces y una mayor proporcién de cadenas

insaturadas, con una longitud de

46 a 60 carbonos en su pared celular

(nocardomicolatos). La filogenia de esta bacteria se muestra en la tabla 1 (24).

Tabla 1. Filogenia de N. brasiliensis.

Dominio Eubacteria
Reino Bacterias
Filo Bacterias
Clase Actinobacteriae
Subclase Actinobacteridae
Orden Actinomicetales
Suborden Corinebacterineae
Familia Nocardiaceae
Género Nocardia
Especie brasiliensis

Entre las pruebas para la identificacién de actinomicetos se encuentran el examen

directo de granos a partir de una biopsia o muestra de tejido infectado, a los que se les

aflade NaOH o KOH al 10%, para observar presencia de hifas o clavas, pigmento,

septacion de filamentos, y presencia o ausencia de cuerpos esporulados. Estas

preparaciones pueden ser teflidas con Gram o Kinyoun. EI cultivo de los granos se

realiza en caldos BHI, Saboraud, o caldo peptona extracto de levadura, y en Patata-

Dextrosa Agar. Los cultivos son incubados a 37°C y 25°C. Las colonias en agar

nutritivo son de color anaranjado, granulares, acumuladas con hifa aérea escasa y blanca.




Al microscopio se observan filamentos ramificados, presentando fragmentacién
que empieza desde el centro de la colonia, produciendo células bacilares y cocoides
irregulares. El sistema bioquimico para la identificacién de N. brasiliensis consiste en la
utilizacién de carbono como fuente de energia y la presencia o ausencia de ciertas

enzimas (Tablas 2 y 3) (25).

Tabla 2. Utilizacion de fuentes de carbono de N. brasiliensis.

Glu Ara Suc Xyl Ino Man Fru Rha Raf Cel

+ - - - + - + - - -

Glu: glucosa, Ara: arabinosa, Suc: sucarosa, Xyl: xilosa, Ino: inositol, Man: manosa,
Fru: fructosa, Rha: ramnosa, Raf: rafinosa, Cel: celobiosa.

Tabla 3. Perfil enzimatico de N. brasiliensis.

Ge Cit Ure Arg Onp | Trp Lys Odec | Vp Ind Hys

+ + + - - - - - - - -

Ge: gentobiosa, Cit: citratos, Ure: urea, Arg: arginina, Onp: orto-nitro-fenil-D-
galactopiranésido, Trp: triptéfano, Lys: lisina, Odc: ornitina, VP: Vogues-Proskauer,
Ind: indol, H,S: acido sulfhidrico.

1.6 Histopatologia del actinomicetoma.

Histolégicamente, las lesiones en humanos revelan la presencia de reacciones
inflamatorias granulomatosas con abscesos que contienen granulos del organismo

infeccioso. Los grdnulos consisten en masas de filamentos embebidos en cemento




intracelular. En ocasiones estos granulos se encuentran rodeados por estructuras en

forma de mazo (4).

Los criterios para la clasificacion del actinomicetoma segun su evolucion fueron
descritos por Salinas-Carmona et al. en 1999, tomando en cuenta el tamafio y la
aparicion de las lesiones en su modelo experimental murino (22). Dichos criterios se

mencionan en la tabla 4.

Tabla 4. Criterios para la evaluacion clinica del actinomicetoma por N. brasiliensis

(Salinas Carmona et al. 1999).

Tipo I (+) Edema ligero.

Tipo II (++) Edema de 7 mm, abscesos y ulceras.

Tipo III (+++) Edema, abscesos, descarga de granulos.

Tipo IV (++++) Micetoma completo, con edema, abscesos,
ulceras, descarga de granulos, fibrosis.
Forma elipsoide.

Estudios histolégicos del sitio de infeccion en el modelo experimental de
actinomicetoma por N. brasiliensis demuestran gran infiltrado celular e inflamacion, la
formacion de microabscesos bien definidos alrededor de granulos de la bacteria, ademas
de destruccion tisular (3). A medida que la infeccidn tiende a la cronicidad, el infiltrado
inflamatorio agudo es reemplazado por la aparicion de granulomas fibrosos, constituidos
por macrofagos, células gigantes multinucleadas, células espumosas, células plasmaticas

y linfocitos, todos ellos rodeados por una cdpsula de tejido fibroso con coldgena (26). Se




ha observado el desarrollo de vasculitis (27) y se puede apreciar la aparicién de nuevos
vasos sanguineos, aunque este tltimo aspecto no se ha descrito ni ha sido estudiado (Fig.

4).

Fig. 4. Tincion tricrémica de Masson del

tejido de actinomicetoma. Vasos sanguineos

indicados por flechas. Soto-Solis et al., 2008.

1.7 Tratamientos para pacientes con actinomicetoma.

El tratamiento actual para el actinomicetoma se basa en antibidticos. Los
primeros agentes antimicrobianos utilizados con buenos resultados de estas infecciones
en 1941 fueron sulfanilamida y sulfadiazina. Posteriormente, isoniazida, estreptomicina,
rifampicina y minociclina fueron utilizados con una tasa de remision variable. A finales
de 1960 fue utilizado trimetoprim-sulfametoxazol (SXT), el cual se ha convertido en el
estdndar de oro para el tratamiento de esta enfermedad; sin embargo, su uso da lugar a
reacciones adversas, tales como malestares intestinales, rash, y efectos hematolégicos,
entre ellos anemia y leucopenia. Los mejores resultados se han observado al combinar el

tratamiento de SXT con estreptomicina. En pacientes que no responden al tratamiento de



manera adecuada al SXT, es requerida la administracion de amoxicilina-4cido

clavulanico (4).

Welsh et al. en 1987 reportaron la remisién de pacientes infectados con
N. brasiliensis al ser tratados con amikacina, en monoterapia o en combinacién con
SXT. A pesar de los efectos toxicos conocidos del uso de amikacina, los pacientes no

mostraron efectos colaterales (28).

Gomez — Flores et al. han demostrado la susceptibilidad in vitro de la cepa de
N. brasiliensis HUJEG-1 ante amikacina, amoxicilina-acido clavulanico, ceftriaxzona,
gentamicina, isepamicina, minociclina, netilmicina, nitroxolina, espiramicina y SXT
(29). Cuando se presenta resistencia a amikacina, el tratamiento puede ser sustituido por
netilmicina. Otros agentes antimicrobianos han mostrado actividad in vitro contra

N. brasiliensis, como el moxifloxacino, gatifloxacino y garenoxacino (4).

1.8 Angiogénesis.

La angiogénesis es un proceso que conduce a la formacién de nuevos vasos
sanguineos a partir de la vasculatura pre-existente, e implica la migracién y proliferacién
de células endoteliales con la consecuente formacién y organizacién de grupos celulares
en estructuras tubulares que dardn lugar a vasos sanguineos estables. Este proceso es

altamente ordenado y finamente regulado por un conjunto de factores que actiian como
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activadores e inhibidores, y por factores de diferenciacién, de supervivencia y la
expresion de receptores especificos, ademds de moléculas de adhesion célula-célula y
célula-matriz (Tabla 5 y 6). Ocurre con mayor frecuencia durante la embriogénesis y es
regulado negativamente en la etapa adulta, durante la cual se desarrolla en eventos
ligados a la fisiologia, como el ciclo menstrual, el ciclo de crecimiento del cabello, y la

reparacion de heridas (30-32).

Tabla 5. Factores que estimulan el proceso de angiogénesis (Carmeliet y Jain, 2003) (33).

Factores pro-angiogénicos

Funcion

VEGF (familia)

Angio/vasculogénesis, permeabilidad,
adhesion leucocitaria.

VEGEFR (familia), NRP-1

Sefales de supervivencia, sefializacion
angiogénica.

Angl y Tie2

Estabilizacion de vasos, inhibe la
permeabilidad.

PDGF-BB y receptores

Reclutamiento de células de musculo liso.

TGF-B1, endogilina, receptores de TGF-

Estimula la produccién de matriz
extracelular.

FGF, HGF, MCP-1

Estimula angio/arteriogénesis.

Integrinas ayf3, owfs, 0sP:

Receptores para macromoléculas de
matriz y proteinasas.

VE-cadherina; PECAM (CD31)

Moléculas de unién endotelial.

Efrinas

Regula la especificacion arterial/venosa.

Activadores del plasminégeno, MMPs

Remodelacion de matriz; libera y activa
factores de crecimiento.

PAI-1 Estabiliza vasos nascientes.

NOS; COX-2 Estimula la angiogénesis y vasodilatacion.
AC133 Regula la diferenciacion angiobléstica.
Quimiocinas Actividades pleiotropicas.

Id1/1d3 Determina la plasticidad endotelial.

VEGTF: factor de crecimiento de endotelio vascular, VEGFR: receptor de VEGF, NRP-1:
neuropilina-1, Angl: angiopoyetina-1, Tie2: receptor 2 de angiopoyetina, PDGF-BB:
factor de crecimiento derivado de plaquetas-BB, TGF-f: factor de crecimiento

transformante-f3, FGF: factor de crecimiento de fibroblastos, HGF: factor de crecimiento

11



de  hepatocitos, MCP-1: proteina  quimioatractante =~ de  monocitos-1,
VE-cadherina: cadherina de endotelio vascular, PECAM: molécula de adhesién a células
endoteliales-plaquetas, MMPs: metaloproteinasas de la matriz extracelular, PAI-1:
inhibidor activador de plasmindgeno-1, NOS: sisntasas de o6xido nitrico, COX-2:

ciclooxigenasa-2, 1d1/1d3: el inhibidor de la unién al ADN.

Tabla 6. Factores inhibidores del proceso angiogénico (Carmeliet y Jain, 2003) (33).

Factores anti-angiogénicos Funcion

VEGFR-1, sVEGFR-1, sNRP-1. Inhibe VEGF-A, VEGF-B, PIGF.

Ang2 Agonista de Angl.

TSP-1, -2 Inhibe la migracién endotelial,
crecimiento, adhesion y supervivencia.

Angiostatina Suprime angiogénesis en tumores.

Endostatina Inhibe supervivencia y migracion
endotelial.

Vasostatina, calreticulina Inhibe crecimiento endotelial.

Factor plaquetario-4 Inhibe la unién de bFGF y VEGF.

TIMPs, inhibidores de MMP, PEX Suprime la angiogénesis patologica.

IFN-a, -B; IP-10, IL-4, -12, 18 Inhibidores de la migracién endotelial,

regulacion negativa de bFGF.

Protrombina-2, fragmento III antitrombina | Suprime el crecimiento endotelial.

Prolactina Inhibe bFGF/VEGF.

VEGI Modula el crecimiento celular.

Fragmento de SPARC Inhibe la actividad y la unién a endotelio
de VEGF.

Fragmento osteopontina Interfiere la sefalizacion de integrinas.

Maspina Inhibidor de proteasas.

VEGFR-1: receptor de factor de crecimiento de endotelio vascular-1, sVEGFR-1:
receptor soluble de factor de crecimiento de endotelio vascular-1, sSNRP-1: neuropilina
soluble-1, TSP-1, -2: trombospondina-1 y -2, TIMPs: inhibidor tisular de
metaloproteinasas, IFN: interferén, IP-10: CXC-10, IL: interleucina, VEGI: inhibidor de

crecimiento de endotelio vascular.
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El proceso es crucial en procesos patolégicos, donde se requiere de un suministro
de oxigeno y nutrientes para las células y tejidos en crecimiento (34, 35), tal como se
observa en el desarrollo de tumores y metdstasis, enfermedades cardiovasculares e
inflamatorias (36). Puede ser desencadenado por diferentes estimulos, entre ellos
cambios en la presién arterial, hipoxia, y dafio tisular que acompaiia a la inflamacion,
comenzando con la desestabilizacién de vasos sanguineos maduros y estables ante la
presencia de factores anti-angiogénicos. Las células que conforman los vasos sanguineos
son activadas y liberan citocinas, quimiocinas y factores pro-angiogénicos; las uniones
entre células endoteliales se disocian, se digiere proteoliticamente la membrana basal,
aumenta la permeabilidad y las células endoteliales migran para formar estructuras
parecidas a tubos. Las células que no migran y se mantienen en el vaso preexistente
proliferan y sustituyen a las células que migraron. Las uniones entre las células
endoteliales se restauran, se deposita una nueva membrana basal, y la estructura formada

es rodeada por pericitos para establecer vasos maduros (Fig. 5) (33, 35, 37).

Fig. 5. Etapas del proceso de angiogénesis (Granger y Senchenkova, 2010).
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La angiogénesis y la inflamacién han sido procesos relacionados entre si, debido
a la formacién de nuevos vasos sanguineos en los granulomas y la dualidad de los
factores angiogénicos, los cuales también poseen efectos pro-inflamatorios. La
angiogénesis que acompaiia a la inflamacién crénica tiende a prolongar e intensificar la

respuesta inflamatoria (37).

La inflamacién aguda induce cambios en la vasculatura contribuyendo a la
dilatacién, al incremento en el flujo sanguineo y al incremento en la permeabilidad
vascular, lo que conlleva al desarrollo de tumefacciones y edema, y a un incremento en
las interacciones entre células endoteliales y leucocitos en la sangre. Durante la
inflamacion, las células endoteliales permanecen en estado activo, expresando altos
niveles de moléculas de adhesién y quimiocinas, facilitando asi el reclutamiento
continuo de leucocitos a los sitios de dafio (32). Las células reclutadas son capaces de
producir factores pro-angiogénicos promoviendo la atraccion y proliferacion de células

endoteliales (38, 39).

1.9 Factor de crecimiento de endotelio vascular.

Uno de los factores pro-angiogénicos mas importantes es el factor de crecimiento
de endotelio vascular (VEGF), una familia de moléculas conformada por siete

glicoproteinas que participan en mayor o menor grado durante el proceso de
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angiogénesis. Cada uno de los factores se une con diferentes especificidades a los

receptores VEGFR.

Otros receptores, las neuripilinas, funcionan como correceptores de moléculas
especificas de VEGF (Fig. 6). La proteina VEGF-A (0 cominmente denominada solo
como VEGF) es el regulador principal del crecimiento de células de vasos sanguineos
derivadas del endotelio. Esta proteina incrementa la permeabilidad vascular y previene
la apoptosis inducida por la privacion de suero, protegiendo a las células del estrés
provocado por hipoxia. La sefializacion a través del receptor VEGFR-2, tras la unién de

VEGEF, es la via con mayor actividad pro-angiogénica (34, 35, 40-44).

ligand
traps

antibodies
sVEGFR-1 gv
[ [
NRP-1 NRP- .
inase
l inhibitors

VEGFR-1 VEGFR-1/ VEGFR-2 VEGFR-2/ VEGFR-3
VEGFR-2 VEGFR-3

Fig. 6. Familia de proteinas VEGF y VEGFR (Lohela et al., 2009).
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VEGEF es un factor critico en las etapas iniciales en el proceso de la formacién de
vasos sanguineos, es un potente inductor de la neovascularizacion y la angiogénesis, y es
también necesario para el mantenimiento de los vasos sanguineos diferenciados (45). Es
producido por células mesenquimales y de estroma, queratinocitos, células T activadas,

células dendriticas, neutréfilos y macréfagos (34, 46).

VEGEF se expresa en distintas isoformas (Fig. 7). Es una glicoproteina de 34 -42
kDa, dimérica, con presencia de puentes disulfuro en su estructura. Existen al menos seis
isoformas, de 121, 145, 148, 165, 189 y 206 aminoécidos. La isoforma cominmente
expresada es VEGF g5, y es la mds potente en términos de angiogénesis. VEGF,; y
VEGF 45 son secretados al ambiente extracelular, mientras que VEGF;g9 y VEGFg6

permanecen asociados a células o a la matriz (34, 41, 43).

VEGF-A g
VEGF-A,,
VEGF-A,, (I ey W
VEGF-A, (i

Fig. 7. Gen de VEGF-A (Hoeben et al., 2004).
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Un ambiente proinflamatorio puede promover la actividad de VEGF (47), y un
ambiente de hipoxia puede incrementar su expresion (36). Los bajos niveles de oxigeno
incrementan la concentracién intracelular del factor inducible de hipoxia-1 (HIF-1), lo
cual estimula la transcripcion del gen que codifica VEGF (48). La expresién de VEGF
es también inducida, en forma independiente de HIF-1, en respuesta a la falta de
nutrientes a través de la induccién del receptor co-activador de la proliferaciéon de
peroxisomas gamma-la (PGC-la). Otros factores de crecimiento, citocinas
inflamatorias, oncogenes y hormonas han sido reportados como inductores de VEGF

(44).

Las células dafiadas y los leucocitos reclutados producen y liberan VEGF; la
produccioén local induce a su vez al reclutamiento de mas células y a la activacion de
células endoteliales para su proliferacion, migracién y produccién de este factor pro-
angiogénico, atrayendo a mds leucocitos al sitio de dafio. Todo lo anterior estimula el
inicio de la angiogénesis, tomando en cuenta la presencia de otros factores pro y anti-

angiogénicos.

Bajo el contexto de una infeccidn bacteriana, el incremento en el consumo de
oxigeno por las bacterias en crecimiento, la acumulacion de fagocitos en el sitio de
infeccion y la vasoconstriccion local impiden la llegada de oxigeno al sitio de
inflamacién ocasionando un estado de hipoxia, incrementando asi el estimulo de

angiogénesis patologica (Fig. 8) (49).
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Fig. 8. Angiogénesis patoldgica.
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La administraciéon de VEGF puede iniciar la formaciéon de vasos sanguineos en
modelos animales (50). El uso de bevacizumab, un anticuerpo anti-VEGF recombinante,
ha demostrado inhibir la angiogénesis, el crecimiento de tumores y metdstasis en

diferentes modelos de estudio (51).

En determinadas enfermedades infecciosas se ha descrito a la angiogénesis como
un proceso importante para el establecimiento de enfermedades vasculoproliferativas.
Tal es el caso de infecciones ocasionadas por Chlamydia pneumoniae, Treponema
pallidum, Helicobacter pylori, y especies del género Bartonella (36, 47, 52-56).

Resultados no publicados en nuestro laboratorio sugieren que dicho proceso pudiera
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tener un papel importante en el desarrollo del actinomicetoma. Otros autores han
sugerido que la expresion de VEGF y la angiogénesis estdn involucrados en el desarrollo

de eumicetomas ocasionados por M. mycetomatis. (57, 58).

1.10 Estructura de los vasos sanguineos.

Los vasos sanguineos son estructuras tubulares conformadas por células
endoteliales. La capacidad de estas células para migrar hacia otras regiones permite a los
tejidos recibir un suplemento de sangre con nutrientes y oxigeno adecuados para su
correcto funcionamiento. Las venas y las arterias son los vasos sanguineos mas grandes,
poseen una pared gruesa y resistente de tejido conectivo y muchas capas de células de
musculo liso. Esta pared estd forrada de una capa tnica extremadamente delgada de
células endoteliales, separada de la capa exterior que rodea por una ldmina basal. En
ramas mas delgadas de la vasculatura, como los capilares y los sinusoides, la pared
consiste en cé€lulas endoteliales, ldmina basal, y pericitos dispersos, los cuales se

envuelven a si mismos alrededor de la estructura (Fig. 9) (48).

Las células endoteliales cubren por completo el sistema vascular, controlan el
paso de materiales y el transito de leucocitos, dentro y fuera de la sangre. Las células
endoteliales influyen en la maduraciéon de los vasos sanguineos a través de la
transmision de sefales y secrecion de proteinas, las cuales permiten el reclutamiento de

los componentes anteriormente mencionados. Una vez que estas estructuras han
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madurado, las sefiales que envian las células endoteliales hacia las demds capas son

importantes en la regulacién de la funcién y la estructura vascular (48).

Fig. 9. Composicion de la pared de vasos sanguineos.
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1.11 Linfangiogénesis.

La linfangiogénesis consiste en la formacion de nuevos vasos linfaticos, los
cuales contribuyen a la homeostasis del fluido en los tejidos y a la inmunidad, al facilitar

el movimiento de células del sistema inmune por todo el organismo. Se ha asumido que



la angiogénesis vascular es uno de los requisitos para que se lleve a cabo la

linfangiogénesis. Ademds, ambos procesos pueden ocurrir de forma simultanea (59-61).

Los vasos linfaticos también estdn conformados por células endoteliales. Las
proteinas C y D de la familia de VEGF participan en la regulacién del desarrollo de
vasos linfaticos, uniéndose a receptores VEGFR-3, inicialmente expresados en vasos
sanguineos durante la embriogénesis, y posteriormente restringidos a los vasos linfaticos

en la etapa adulta (44, 59, 60, 62).

Se ha encontrado que la proteina A de VEGF es capaz de inducir la proliferacion
y migracién de endotelio linfatico (61), debido a que su receptor (VEGFR-2) es
expresado tanto en vasos sanguineos como en vasos linfaticos, pero en concentraciones
menores en estas ultimas estructuras (32). VEGF actia como un mediador de la
inflamacion, al ser quimioatractante para monocitos y macréfagos e inducir la expresion
de moléculas de adhesion en células endoteliales, permitiendo asi el reclutamiento de
leucocitos a los sitios de daino (32, 61). Esta isoforma y las citocinas proinflamatorias
inducen la expresion de VEGF-C y —D. Estas proteinas son responsables de la
proliferacién, migracién, y supervivencia de las células endoteliales que conforman los
vasos linfaticos, a través de su unién con VEGFR-2 y VEGFR-3, y son a su vez
quimioatractantes para los macréfagos activados (32). La sefializaciéon a través de

VEGFR-3 puede potenciar los efectos de¢ VEGFR-2 y mantener activa la estimulacion
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de angiogénesis. Las propiedades moleculares de VEGF-C y —D son un vinculo entre la

angiogénesis y la linfangiogénesis (44, 62).

La linfangiogénesis también estd involucrada en condiciones de inflamacidn. Las
infecciones bacterianas de vias respiratorias o la inflamacién de la piel inducen a una

fuerte respuesta linfangiogénica en el tejido afectado y en ganglios linfaticos (32, 62).

1.12 Receptor endotelial de vasos linfaticos (LYVE-1).

El receptor hialuronano de endotelio vascular linfitico 1 (LYVE-1) es un
homoélogo de CD44 (una glicoproteina involucrada en adhesiones celulares). Fue
identificado inicialmente como un marcador especifico de la superficie de células

endoteliales de tejido linfatico y en macrofagos activados (32, 37, 63).

LYVE-1 es un receptor transmembranal del hialuronano, una glicosamina
extracelular involucrada en la adhesion celular y en la migracion, inflamacion y
metastasis tumoral. Mas del 80% del tejido de hialuronano es degradado en los ganglios
linfaticos, y LYVE-1 es probablemente el receptor responsable de transportar el

hialuronano a nédulos linfaticos (64, 65).

Debido a su expresion en el endotelio linfatico, se utilizan anticuerpos dirigidos
contra LYVE-1 para identificar procesos de linfangiogénesis en piel y enfermedades
inflamatorias (66). Este receptor, entre otros (como VEGFR-3 y Proxl) es de los

marcadores mds utilizados para identificar vasos linfiticos y puede también ser
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expresado en células de endotelio vascular, por lo que es posible ser utilizado como

marcador indirecto del desarrollo de angiogénesis (59).

1.13 Oxido nitrico.

El 6xido nitrico es un radical libre de corta duracién derivado del aminodcido L-
arginina a través de la actividad enzimatica de diferentes sintasas, las cuales reciben su
nombre dependiendo de su localizacién. Las isoformas son conocidas como nNOS o
NOSTI (neuronal), iNOS o NOS2 (inducible) y eNOS o NOS3 (endotelial). A su vez,
las sintasas nNOS y eNOS son clasificadas como constitutivas, dependientes de calcio,
productoras de NO en pequenas cantidades. La sintasa iNOS es inducible (denominada
asi por ser inducida a través de citocinas inflamatorias y endotoxinas de bacterias Gram

negativas) y produce altas concentraciones de NO y es calcio independiente (67-69).

El NO es versatil en el sistema inmune, estd involucrado en la patogénesis y el
control de enfermedades infecciosas, tumores, procesos autoinmunes y enfermedades
degenerativas cronicas. En condiciones normales, el NO regula la neurotransmision, el
tono de vasos sanguineos, la agregacion plaquetaria, la permeabilidad vascular, la
eliminacién de radicales libres, y la interaccion entre leucocitos y células endoteliales

(68, 69).
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1.13.1 Sintasa de oxido nitrico endotelial (eNOS).

El NO producido por eNOS estd bien establecido como una molécula pro-
angiogénica, crucial para mantener un adecuado tono vascular e importante en la
angiogénesis fisioldgica. El vinculo entre la angiogénesis y la produccién de NO fue
sugerido a partir de la observacidn de la presencia de vasculitis en la angiogénesis (70).
La inhibicién farmacoldgica y la disrupcion genética de eNOS limitan la angiogénesis
durante la reparacion tisular. La adicion de donadores de NO promueve la angiogénesis
y acelera el proceso de cicatrizacion en heridas (71-73). Durante la angiogénesis, el NO
ha demostrado estimular la proliferacion y migracion de células endoteliales en forma
dependiente de cGMP. Sin embargo, a altas concentraciones el NO inhibe respuestas

angiogénicas, a través de la fosforilaciéon de PKC, ERK, y c-Jun (74, 75).

eNOS es regulado positivamente durante el proceso de hipoxia (76, 77). VEGF
(inducido por hipoxia) regula en forma positiva la expresion de NO en células
endoteliales y la expresion de eNOS. A su vez, eNOS modula la angiogénesis en

respuesta a la isquemia tisular (71, 78, 79).

Los inhibidores de NO, como el N-nitro-L-arginina metilester (L-NAME),
bloquean los efectos de VEGF. Ademas, se ha reportado que el proceso de angiogénesis
es atenuado cuando la actividad de NO se reduce (79). La administracion de anticuerpos
anti-VEGFR-2 en modelos murinos causa una marcada reduccion en la expresion de
sintasas constitutivas de 6xido nitrico, causa hipertensiéon y afecta la capacidad para

generar NO (78). El NO actia como un inhibidor de apoptosis de células endoteliales,
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incrementa la migracién endotelial aumentando la expresion de integrinas, la disociacién

de la matriz extracelular y estimulando la podocinesis (79).

Es asi, que con estos antecedentes, se ha logrado crear un vinculo entre el NO y

el VEGF en el proceso de angiogénesis.

Fig. 10. Participacién de eNOS en la angiogénesis.

VEGF

VEGFR

CELL SURVIVAL PROTEIN NITRATION
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Los puntos en los que se conoce la participacion de eNOS en las vias del desarrollo de

angiogénesis han sido descritos y esquematizados (Morbidelli ez al. 2008) (80).
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Debido a la expresion de eNOS en tejido endotelial de vasos sanguineos y su
relacion en la expresion de VEGF, podria ser un util indicador de si el proceso de

angiogénesis se estd llevando a cabo en una determinada condicidn.

Anteriormente, se ha estudiado el efecto del NO en el desarrollo experimental de
actinomicetoma, al bloquear la produccién de dicha molécula por aminoguanidina y al
utilizar ratones parcialmente bloqueados en la expresion de eNOS. El bloqueo quimico
de NO protege a los ratones del desarrollo de la enfermedad tras la infeccion por
N. brasiliensis. Comparando la evolucidon clinica con ratones WT, los ratones
heterocigotos para eNOS -/+ no presentaron desarrollo del micetoma, demostrando que
el bloqueo parcial de eNOS confiere proteccion contra el desarrollo del actinomicetoma

causado por N. brasiliensis (81, 82).

Los resultados anteriores sugieren que el proceso de angiogénesis puede estar
involucrado en el desarrollo del actinomicetoma, por lo que se ha preguntado si el uso de
farmacos capaces de inhibir la expresion del factor pro-angiogénico més importante,

VEGEF, sea capaz de evitar el desarrollo de la lesion.
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1.14 Fibratos.

Los fibratos son una clase de farmacos efectivos en disminuir niveles elevados de
triglicéridos y colesterol en plasma (83), entre los que se encuentran el fenofibrato,
clofibrato, bezafibrato y ciprofibrato (84, 85). Esta clase de farmacos son agonistas
ligandos del receptor activador de la proliferacion de peroxisomas alfa (PPARa) (38,
39). PPAR0q, ademas de PPARB/S y PPARY, forma parte de una familia de receptores
nucleares que tras su unién con ligandos especificos modulan factores de transcripcidn,
y son importantes en el metabolismo de glucosa y lipidos, por lo que son parte

importante en el tratamiento de diabetes e hiperlipidemia (38, 39, 86).

Los PPARa activados por la unién de sus agonistas ligandos controlan el
metabolismo de lipidos (38, 39, 85-87), son expresados sobre células epiteliales en
diferentes organos, como higado, rifién, musculo, y también en células endoteliales que
conforman los vasos sanguineos. Cuando las moléculas agonistas se unen a este
receptor, es activado y forma heterodimeros con el receptor de acido retindico, formando
un complejo que se une a un sitio especifico en la regién promotora de sus genes blanco,
modulando as{ factores de transcripcion que participan en la disminucién de triglicéridos
y colesterol en plasma, y en la disminuciéon de la producciéon de citocinas pro-

inflamatorias y reclutamiento de leucocitos (38, 85-87).

Los fibratos reducen el desarrollo de aterosclerosis y la inflamacién a nivel de la
pared celular debido a que previenen la secrecion de IL-6 inducida por IL-1. IL-6 se ha

localizado en lesiones aterosclerdticas, contribuyendo en la formacién de células
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espumosas y la proliferacion de células musculares lisas; esta citocina controla la
activaciéon de macréfagos y células T, la migracién de células y regula la respuesta de la
fase aguda. IL-6 es considerada como el mejor marcador de la inflamacién vascular.
Delivery et al. han reportado la disminuciéon de la concentracién plasmatica de otras
citocinas inflamatorias, como TNF-a. Otros estudios han indicado la interaccion de
PPAR en diferentes vias de sefalizacion para el desarrollo de respuestas inflamatorias,
tales como el factor nuclear-kB, la proteina-1 activadora, y las sefiales de transduccién y
activadoras de la transcripcion (88-91). También se ha sugerido el control de la
inflamacion a través de la regulacion de la transcripcion de VEGFR2 por los agonistas

de PPARa (92).

Se ha demostrado a través de la investigacion en modelos experimentales de
tumores que los fibratos, como ligandos de PPAR inhiben la migracién y proliferacion
de células de endotelio vascular, e induce la apoptosis celular, debido a que estos
agonistas inhiben la produccién de VEGF, y con ello el proceso de angiogénesis (39, 83-

85, 87).

1.14.1 Fenofibrato.

El fenofibrato es un compuesto orgénico perteneciente a la clase de bencenos y
derivados sutituidos, y a la subclase de las benzofenonas, los cuales contienen grupos
cetona unidos a dos grupos fenilo. El metabolito activo del fenofibrato es el acido

fenofibrico. Como se menciond anteriormente, es uno de los farmacos empleados en la
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terapia adyuvante para reducir niveles elevados de colesterol LDL (lipoproteinas de baja

densidad), colesterol total, triglicéridos, Apo B (apolipoproteina B) e incrementar los

niveles de colesterol HDL (lipoproteinas de alta densidad) y apoproteinas apoAl y

apoAll, en pacientes adultos con hipercolesterolemia primaria o dislipidemia mixta (93).

1.14.2 Propiedades fisicoquimicas del fenofibrato.

El fenofibrato (Fig. 11) posee una apariencia sélida, cristalina, insoluble en agua

y soluble en compuestos orgdnicos (tabla 7). Su peso molecular es de 360 g/mol y su

férmula molecular es C,0H,;ClO4. Posee un punto de fusién de 80.5°C, y un punto de

ebullicién de 469.77°C a una presién de 760 mmHg. Su densidad es de 1.18 g/cm’, y su

indice de refraccion (np>") es de 1.55 (93).

Tabla 7. Solubilidad del fenofibrato.

Solvente Solubilidad

Acetona 15 mg/ml

Eter 15 mg/ml
DMSO 15 mg/ml

DMF 30 mg/ml

Etanol 1 mg/ml
Benceno 0.25 mg/ml
Cloroformo 0.25 mg/ml
DMF:PBS (1:3 apH 7.2) 0.25 mg/ml

Fig. 11. Estructura del fenofibrato.

Cl
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1.14.3 Farmacologia y mecanismo de accion del fenofibrato.

La unién de su metabolito al PPARa incrementa el proceso de lipolisis y la
eliminaciéon de particulas ricas en triglicéridos circulantes en plasma, mediante la
activacion de la lipoprotein lipasa. Este efecto sobre los triglicéridos provoca
alteraciones en el tamafio y composicién de LDL, desde particulas densas y pequeias,
hasta particulas grandes flotantes. Estas tltimas particulas poseen gran afinidad hacia los

receptores de colesterol y son rapidamente catabolizadas (93).

Este medicamento se absorbe a través del tracto gastrointestinal y es excretado a
través de la orina, principalmente en forma de dcido fenofibrico y glucurénido de acido
fenofibrico. Posee una vida media de 20 h en el organismo, y la dosis letal media (LDs)
reportada en ratones es de 1600 mg/kg. El valor reportado de ECs (la concentracion
plasmatica requerida de un agonista para obtener el 50% de un méximo efecto in vivo)

en ratones es de 18 uM, mientras que el valor reportado en humanos es de 30 uM (93).

1.14.4 Fenofibrato y expresion de VEGF.

Una comparacion entre los farmacos de la clase de los fibratos demostré que el
fenofibrato es el mas potente en suprimir la proliferaciéon de lineas tumorales e inhibir la
proliferacion y migracion de células endoteliales inducidos por VEGF (39). Se ha

revelado que la formacion de la red de capilares dirigida por VEGF se atenda en forma
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importante con agonistas de PPARa (92). También se ha encontrado que la
administraciéon de fenofibrato en pacientes con enfermedades coronarias reduce los

niveles de mediadores inflamatorios en plasma (94).

Ademads, se ha demostrado su capacidad de inhibir la proliferacion de células
endoteliales inducida por otros factores angiogénicos. En altas concentraciones
incrementa la apoptosis, inhibe la migracion de células endoteliales en modelos de
cicatrizacién de heridas, la formacién de tubos capilares in vitro, y el proceso de

angiogénesis in vivo (95).

Se ha encontrado que el fenofibrato sobre cultivos de células tumorales regula la
transcripcion de factores importantes en el proceso de apoptosis celular. In vivo, el
fenofibrato disminuye la velocidad del crecimiento de tumores e induce apoptosis con
un buen perfil de seguridad en modelos murinos de cdncer de mama (96). Otras vias se
han dado a conocer tratando de explicar los efectos del fenofibrato en la supresion del
crecimiento y proliferacion celular en determinados tipos de cancer, como linfomas de
células B, gliomas y carcinomas (97-101). Investigaciones actules contintian
proponiendo las vias de sefializacion de la angiogénesis en las que interactia el

fenofibrato.
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Capitulo 11

Definicion del problema y Justificacion

La patogenia del micetoma no se conoce por completo, por lo que es necesario
evaluar el papel de la angiogénesis en esta enfermedad. Los tratamientos actualmente
disponibles son téxicos, no siempre efectivos y costosos. Los resultados de este trabajo
pueden dar lugar a investigaciones dedicadas a encontrar nuevas alternativas
terapéuticas, debido a que en la mayoria de los casos los pacientes acuden por atencién
médica en estadios avanzados de la infeccidn, donde la amputacion de la parte afectada

es el unico tratamiento posible.
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Capitulo I1I

Hipoétesis

La angiogénesis es necesaria para el desarrollo del actinomicetoma experimental

por N. brasiliensis.
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Capitulo IV

Objetivos

4.1 Objetivo general.

- Evaluar el papel de la angiogénesis en la patogenia del actinomicetoma

experimental por N. brasiliensis.

4.2 Objetivos particulares.

1. Determinar el efecto del fenofibrato in vitro sobre la viabilidad de

N. brasiliensis.

2. Determinar el efecto del fenofibrato sobre la evolucion del

actinomicetoma experimental en ratones BALB/c.

3. Evaluar la angiogénesis en un modelo experimental de actinomicetoma

en ratones tratados con fenofibrato.
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5.1 Estrategia experimental.

Objetivo no. 1

Efecto del fenofibrato
sobre la bacteria

S n AR
&

o

OO

!

Método de

microdilucién:
- Fenofibrato
- Amikacina

Fig.12. Estrategia experimental.

Capitulo V

Materiales y métodos

Infeccion de ratones BALB/c con N. brasiliensis.

.

T—— -

/
g

Administracién de fenofibrato o
aminoguanidina, desde el dia 0 de
infeccion o después de 30 dias

Objetivo no. 2

Evaluacion clinica

!

Desarrollo de
lesiones:

- Abscesos

- Fistulas

- Destruccién

tisular

Inflamacién:

- Vernier

- Histologia

\’

Objetivo no. 3

Evaluacion de la
angiogénesis

!

Inmunohistoquimica:
- VEGF
- LYVE-1
- eNOS
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5.2 Cepa de ratones BALB/c.

Los ratones con los cuales se trabajaron en este proyecto provienen de la cepa
donada por Carl Hansen del Instituto Nacional de Salud (NIH, BethesdaMa), a los cuales
se les proporciond alimento comercial (Purina) y agua estéril ad libitum. Los protocolos
de cuidado e infeccién de animales se desarrollaron de acuerdo a las regulaciones
internacionales (International Review Board) y mexicanas (NOM-062-Z00-1999),
aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina y Hospital Universitario

‘José Eleuterio Gonzalez’ de la U.A.N.L.

5.3 N. brasiliensis.

La cepa empleada en este proyecto fue N. brasiliensis HUJEG-1, registrada en el
ATCC con el numero 700358. Esta bacteria fue obtenida del Departamento de
Dermatologia del Hospital Universitario ‘José Eleuterio Gonzélez’, de un paciente al

que se le diagnosticé con micetoma. La cepa se mantiene en agar BHI, a 37°C.

5.4 Modelo experimental de actinomicetoma.

Se infectaron ratones BALB/c hembras de mas de 12 semanas de edad con la
cepa de N. brasiliensis HUJEG-1. La bacteria fue cultivada en caldo BHI e incubada

durante 72 h a 37°C. La biomasa fue recuperada y homogeneizada con Potter-Evelham
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para obtener una suspensién bacteriana con una concentracién de 1 x 10’ UFC/ml,
ajustada mediante nefelometria y confirmada por el método de cuenta viable. Del

in6culo, 0.1 ml fueron inyectados en la pata trasera izquierda del raton.

5.5 Administracion del tratamiento.

Tras la infeccion, los ratones fueron divididos en grupos a los cuales se les
administraron diferentes tratamientos para evaluar su efecto durante el establecimiento
del actinomicetoma y sobre el actinomicetoma establecido, administrdndolo a partir del
dia cero y a partir del dia 30 de infeccién, respectivamente. Los tratamientos
consistieron en la administracion de una suspension de fenofibrato a una dosis de 200
mg/kg (39), via orogdstrica, cada 24 h durante 45 dias, y hemisulfato de aminoguanidina
(Sigma Chemical Co., St. Louis) al 2% en el agua purificada que tomaron ad libitum
durante 45 dias. Los ratones bajo este ultimo tratamiento descrito fueron utilizados como
un control en la inhibicion del actinomicetoma (81). Se incluyeron también grupos de
ratones a los cuales no se les administré ningtin tratamiento, permitiéndoles desarrollar

la infeccion natural.

5.6 Evaluacion clinica.

La formacion de las lesiones caracteristicas del actinomicetoma en el modelo

experimental fue evaluada en cada grupo, buscando diferencias en su apariciéon a lo
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largo del tiempo de tratamiento para evaluar el efecto del medicamento en la evolucion
de la infeccion. Se tomaron medidas de la lesion con un vernier, utilizadas para calcular
la inflamacién en cm’ empleando la ecuacién elipsoidea (ancho x alto x altura de la pata,
multiplicando el producto por el factor 0.5235999). También se consideraron los
criterios descritos por Salinas-Carmona et al. (Tabla 4) para clasificar la lesién del

actinomicetoma.

5.7 Sacrificio de animales.

Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical siguiendo las
indicaciones de la NOM-062-Z0O0-1999, a los dias de tratamiento 0, 7, 15, 30 y 45 de

cada grupo.

5.8 Inmunohistoquimica.

5.8.1 Preparacion de la muestra.

El micetoma fue obtenido por la incisién de la unién entre la tibia y el fémur. El
tejido fue colocado en formaldehido al 3.7% en PBS 1X durante 18-48 h a temperatura
ambiente. Tras un proceso de descalcificacion con 4cido férmico al 8% y dcido
clorhidrico al 8%, en partes iguales, con recambios cada 24 h durante 7-8 dias, la

muestra fue deshidratada e incluida en parafina (punto 5.8.1.1). A partir de los bloques
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de tejido se realizaron cortes de 3 a 4 um, montados sobre laminillas cargadas con poli-
L-lisina (Fischer Scientific Co). Los cortes montados fueron desparafinizados tal cémo
se describe en el punto 5.8.1.2. Para la tincion mediante inmunohistoquimica (punto
5.8.1.3) se utilizaron anticuerpos dirigidos contra VEGF (Abcam ab46454), LYVEI1
(Abcam ab33682), y eNOS (610297 BD). Como control de isotipo se empled el
anticuerpo IgG de conejo (Abcam ab172730) y suero de ratones BALB/c. Se utiliz6 el
anticuerpo secundario biotilinado dirigido contra conejo del kit Vectastain® ABC (sk-
4001) para los anticuerpos anti-VEGF y LYVE-1. Para el anticuerpo anti-eNOS, se
utiliz6 el anticuerpo secundario Goat anti-Mouse IgG H&L conjugado con peroxidasa de
rabano (Abcam ab97023). Para revelar las tinciones se emple6 el kit InmPACT™ DAB
Peroxidase Substrate (sk-4105). El medio de montaje utilizado fue Vectamount
Permanent kit (Vector H-5000). Se realizaron contratinciones con hematoxilina (punto

5.8.1.4).

5.8.1.1. Deshidratacion e inclusion del tejido en parafina.

Tras el proceso de fijacion, el tejido fue deshidratado de la siguiente forma: dos
cambios de etanol al 70% de 1 h cada uno, un cambio etanol al 80% durante 1 h, un
cambio de etanol al 95% duante 1 h, tres cambios de etanol absoluto de 90 min cada
uno, tres cambios de xilol de 90 min cada uno, dos cambios de parafina de 2 h cada uno
a 50-60°C. El tejido fue incorporado en moldes para obtener un bloque de parafina. Para
separar el bloque del tejido a partir de su molde, la preparacién se colocé a -20 °C al

menos durante 20 minutos.
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5.8.1.2. Desparafinizacion de tejido montado sobre laminillas.

Las laminillas fueron colocadas en la estufa a 55°C, durante 30 min. Tras
atemperar las laminillas, fueron colocadas en xileno, tres cambios de 10 min cada uno,
dos cambios de etanol absoluto de 3 min cada uno, un cambio de etanol al 95% durante
un min, un cambio de etanol al 80% durante un min, un cambio de etanol al 70% durante

un min, enjuagando finalmente con agua destilada.

5.8.1.3. Técnica inmunohistoquimica.

El desenmascaramiento de antigenos se realizd sumergiendo las laminillas de
trabajo en buffer de citrato de sodio a pH 6 durante 20 min, precalentado previamente
hasta una temperatura constante entre 90 y 95 °C. Después de dejar enfriar el buffer con
las laminillas ain sumergidas, estas fueron colocadas en soluciéon de lavado, 3 veces
durante 3 min cada una. Para el bloqueo de la actividad de la peroxidasa, la seccién del
tejido fue cubierta con soluciéon de peréxido de hidrogeno al 3% durante 15 min a
temperatura ambiente. A continuacién, las laminillas fueron colocadas en solucién de
lavado, 3 veces durante 3 min cada una. El bloqueo de los sitios inespecificos se realizé
colocando solucién con albimina sérica bovina, suero y gelatina de pescado durante 30
min a temperatura ambiente (anexo I-7). Tras eliminar el exceso de solucién de bloqueo,
se afiadi6 el anticuerpo primario de interés a la dilucion indicada en la tabla 8. La
preparacion fue incubada toda la noche a 4°C en cdmara himeda. Las laminillas fueron
colocadas en solucién de lavado, 3 veces durante 3 min cada una. El anticuerpo

secundario para VEGF y LYVE-1 fue colocado segin las instrucciones del kit ABC
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Vectastain PK-4001 (anexo I-10). Las soluciones de trabajo de este kit afiadidas al tejido
se incubaron durante 30 min en cdmara himeda a temperatura ambiente. El anticuerpo
secundario para eNOS fue colocado a la preparacién a una dilucién 1:300 en buffer PBS
1X pH 7.4, incubando en cdmara himeda a temperatura ambiente durante 30 min.
Terminado el tiempo de incubacién, las laminillas fueron enjuagadas en solucién de
lavado, 3 veces durante 3 min cada una. El revelado de las reacciones se realizd
incubando la preparacién con la solucién sustrato-cromégeno del kit Immpact DAB a
temperatura ambiente a los tiempos indicados en la tabla 8. La reaccion de revelado es
detenida con solucion de lavado. Finalmente, las laminillas fueron enjuagadas en

solucion de lavado, 3 veces durante 3 min cada una.

Tabla 8. Condiciones de trabajo para los anticuerpos empleados.

Anticuerpo Buffer Concentracion  Dilucion  Compaiiia Control Tiempo de
positivo revelado
VEGF TBS 1 pg/ml 1:1000 Abcam Rifién 3.30 min
LYVE-1 TBS 1 pg/ml 1:400 Abcam Ganglio 8 min
eNOS PBS 1.25 pg/ml 1:100 BD Rifién 3.30 min

5.8.1.4 Contratincién con hematoxilina.

Las preparaciones fueron colocadas en solucién de hematoxilina de Gill durante
5 min. Las laminillas fueron enjuagadas de forma suave y rdpida por inmersién en
alcohol-édcido al 1% y se colocaron de forma inmediata en agua amoniacal al 2% durante

1 min. El tejido fue deshidratado sumergiendo las laminillas en etanol al 80%,
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realizando dos cambios de 1 min cada uno; un cambio de etanol al 95% durante 1 min, y
dos cambios de etanol absoluto de 1 min cada uno. Posteriormente, las laminillas se
colocaron en xilol durante 6 min. Por dltimo, una gota de medio de montaje fue afiadida
con un aplicador de madera al tejido, y encima un cubreobjetos limpio, evitando la

formacion de burbujas.

5.9 Tinciones histologicas.

A partir de los tejidos embebidos en parafina se obtuvieron cortes de 3 a4 um de
grosor y fueron tefiidos con hematoxilina y eosina. Tras la desparafinizacion del tejido
las laminillas fueron colocadas en hematoxilina de Gill durante 5 min. Fueron
enjuagadas rdpidamente en alcohol-4cido al 1% e inmediatamente se colocaron en agua
amoniacal al 2% durante 1 min. Posteriormente, las laminillas fueron colocadas en
eosina durante 4 min. El tejido fue deshidratado sumergiendo las lamillas en dos
cambios de etanol al 80%, de 1 min cada uno, seguido de etanol al 95% durante 1 min y
dos cambios de etanol absoluto de 1 min cada uno. Finalmente, las laminillas se
colocaron en xilol durante 6 min. Se afiadi6 una gota de medio de montaje sobre el tejido

tefiido y sobre la preparacion se colocé un portaobjetos.

5.10 Analisis histolégico.
El anélisis de cada una de las muestras tefiidas se hizo en base a grados del 0 al 3
segun la aparicion de las lesiones, interpretando cada grado como porcentaje (0: 0-25%,

1: 26-50%, 2: 51-75%, 3: 76-100%). Para graficar los cambios observados por tiempo de



evaluacion, los grados de lesion fueron sumados y promediados para cada grupo. La
evaluaciéon se realiz6 con ayuda de un patélogo como observador cegado a los

tratamientos.

5.11 Analisis de Inmunohistoquimica.

A partir de las tinciones con anticuerpos anti-VEGF y anti-eNOS, se contaron los
vasos sanguineos por campo, asi como los vasos linfaticos con el marcaje de LYVE-1, a
20X en un microscopio de campo claro, en las zonas de mayor vascularizacién en
dermis profunda. De cada tejido se contaron 8 campos, contando en total 72 campos por
muestra (cada bloque de muestra estuvo conformada por tres tejidos y fueron realizados

3 cortes por bloque).

5.12 Microdilucion en placa.

Se siguieron las instrucciones para la evaluacién de susceptibilidad a agentes
antimicrobianos, descritos en el manual M24-A Vol. 23 No. 18, 2003, por el Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI). A partir de un subcultivo de la cepa de
N. brasiliensis, sembrada en agar sangre al 5% e incubada a 36°C durante 3 dias, se
recolectd la biomasa con un hisopo, la cual fue transferida a un tubo con agua estéril
conteniendo perlas de vidrio. A partir de esta suspension, tras haber disgregado las

colonias con vortex y dejado reposar, el sobrenadante de la suspension libre de cimulos
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de la bacteria fue ajustado a la densidad equivalente al tubo 0.5 de la escala de
McFarland. El inéculo final empleado, con una concentracién aproximada de 5 x 10°
UFC/ml, fue preparado transfiriendo 50 pl de la suspension a un tubo con 7.45 ml de
caldo Mueller-Hinton, invirtiendo de ocho a diez veces la mezcla. Los pocillos de la
placa de microtitulacion estéril contenian 100 ul del medio de cultivo, colocados en
condiciones de esterilidad, sobre los cuales se hicieron las diluciones seriadas de los
medicamentos a probar. Se emple6 amikacina a un rango de 0.25 a 32 pg/ml, como
control positivo de inhibicion, y fenofibrato a un rango de 0.75 a 96 ug/ml. Fueron
afladidos 100 pl de la suspension bacteriana con el ajuste final a cada uno de los
pocillos. El stock de los fairmacos a partir de los cuales se realizaron las diluciones en las
placas se prepararon en caldo Mueller-Hinton. Las diluciones de los farmacos se
realizaron por triplicado. El stock del fenofibrato fue preparado a partir de una solucién
en etanol al 80% (la concentracion en la que se obtuvo mejor solubilidad del
fenofibrato), a una concentracion de 1 mg/ml. Previo al ensayo, se comprobd que el
etanol al 80% no inhibe el crecimiento de la bacteria. La placa fue incubada a 35° C

durante 72 h.

5.13 Analisis estadistico.

Los datos de las medidas de inflamaciéon y el conteo de vasos sanguineos y
linfaticos a diferentes tiempos por grupo fueron tratados con la prueba Kruskal — Wallis
y la prueba de comparacion multiple de Dunns. Estos datos fueron graficados como el

promedio + SEM.



Capitulo VI

Resultados

6.1 Efecto del fenofibrato in vitro sobre la viabilidad de N. brasiliensis.

La cepa de N. brasiliensis HUIEG-1 ATCC-700538 fue utilizada para evaluar el
efecto del fenofibrato sobre la viabilidad de esta bacteria. Como control de inhibicién
del crecimiento se utilizé amikacina. Tras 72 h de incubacidn, la concetracién minima
inhibitoria (CMI) de amikacina para N. brasiliensis fue de 2 pg/ml, mientras que el
fenofibrato no ejerce ningin efecto sobre su crecimiento en ninguna de las
concentraciones empleadas. La CMI se defini6 como la menor concentracién del
farmaco que a simple vista inhiba completamente el crecimiento del microorganismo en
estudio. La interpretaciéon de los resultados se realiz6 tomando como referencia el
crecimiento observado en el pocillo usado como control positivo, el cual presenta una
clara turbidez y el crecimiento caracteristico de Nocardia. Dentro del rango de

concentracion empleado para fenofibrato se encontraba el valor de ECsy en ratones (6

ug/ml).
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6.2 Evaluacion clinica.

6.2.1 Evaluacion clinica del efecto del fenofibrato durante el establecimiento

del actinomicetoma.

La evaluaciéon clinica se realiz6 de forma macroscépica e histolégica. La
evaluacién macroscopica consistié en buscar diferencias en las lesiones caracteristicas
del actinomicetoma experimental, tomando en cuenta la dilatacién de vasos sanguineos,
probablemente relacionados con angiogénesis, abscesos, fibrosis, fistulas y tlceras (Fig.

13).

Fig. 13. Lesiones caracteristicas del actinomicetoma experimental por N. brasiliensis.

Comparado con el grupo de infeccion natural, al dia 30 se observé que bajo el
tratamiento con fenofibrato hay un menor porcentaje de ratones en los que se desarrollan
ulceras, fibrosis y dilatacion de vasos sanguineos, y de forma contraria un mayor ndmero

de ratones en los que se desarrollaron abscesos. No se observaron diferencias en la
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aparicion de fistulas. Como era de esperarse, en el grupo control de la administracion de
aminoguanidina no se desarrollaron las lesiones evaluadas macroscépicamente, a
excepcion de fistulas, las cuales desaparecen para el dia 30 de tratamiento. Ademas,

pudo apreciarse un retraso en la formacion de abscesos (Tabla 9, Fig. 14).

Tabla 9. Evaluacion del desarrollo de las lesiones durante el establecimiento del

actinomicetoma experimental.

Tratamiento con Tratamiento con
fenofibrato aminoguanidina

iempo
\ DO | D7 [ D15 (D30 | D45 [ DO | D7 | D15 | D30 | D45 | DO [ D7 | D15 | D30 | D45
Lesion

Abscesos % 0 | 11| 47 58 100 | O | 50 | 47 83 100 [ O 0 0 0 25

Sin tratamiento

Ulceras % 06| 47 | 40| 38 |0 |22] 7 7 14 |0 0 0 0 0

Fistulas % 0 | 56 0 25 0 0|72 7 17 36 0 100 40 0 0

Dilatacion de

vasos 0 0 0 0 50 0 0 0 0 36 0 0 0 0 0
sanguineos %

Fibrosis % 0 0 20 20 50 0 0 7 7 14 0 0 0 0 0

Tiempo en dias de tratamiento. Evaluacion expresada en porcentaje de ratones.

Fig. 14. Lesiones del actinomicetoma experimental durante el establecimiento de la

enfermedad. Imdgenes representativas de las lesiones de cada grupo al dia 45 de
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tratamiento. a): grupo de la infecciéon natural, b): tratamiento con Fenofibrato, c):

tratamiento con aminoguanidina.

Se observé una disminucién significativa en las medidas de inflamacién en todos
los tiempos de evaluaciéon en aquellos ratones a los cuales se les administrd el
fenofibrato, comparado con el grupo de la infeccién natural. Como era de esperarse, el

grupo que recibié aminoguanidina mostré menor inflamacién (Fig. 15).
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Fig. 15. Efecto del fenofibrato y la aminoguanidina durante el establecimiento del
actinomicetoma experimental. Evaluacion a diferentes tiempos, bajo cada tratamiento.

Se expresa el promedio de las medidas por dia de evaluaciéon + SEM.

Siguiendo los criterios de la tabla 4, descritos por Salinas-Carmona et al., el

actinomicetoma puede ser clasificado para ubicar el grado de la lesion y su progreso. En
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este trabajo se observé que hay un retraso en la progresion de la lesion hacia el grado IV
cuando se administra fenofibrato durante el establecimiento del actinomicetoma, en
comparacién con el grupo de la infeccién natural. La mayoria de los ratones bajo este
tratamiento se ubican entre el grado II y III, lo cual se correlaciona con un mayor
desarrollo de abscesos. El grupo que recibe aminoguanidina se mantiene siempre en el

grado I de lesién, lo que indica inflamacién minima (Tabla 10).

Tabla 10. Porcentaje de ratones en relacién al grado de la lesién durante el

establecimiento del actinomicetoma bajo tratamiento con fenofibrato o aminoguanidina.

. Tratamiento con
Tratamiento con aminoguanidina
Sin tratatamiento fenofibrato g
Tiempo
DO D30 D45 DO D30 D45 DO D30 D45
Grado
1(%) 0 64 0 0 50 0 0 100 100
II (%) 0 36 25 0 50 40 0 0 0
111 (%) 0 0 25 0 0 35 0 0 0
IV (%) 0 0 50 0 0 25 0 0 0

Se muestran los resultados de los dias 0, 30 y 45 de cada tratamiento.

Tras la tincién con hematoxilina y eosina, se evaluaron diferencias en la
formacion de abscesos, conformados a su vez de infiltrado de células
polimorfonucleares que rodean cimulos de bacterias, células espumosas a la periferia y
zonas de necrosis, delimitado por anillos de fibrosis; cambios vasculares, evaluando la

formacion de trombos sépticos, vasculitis, neuritis y perineuritis, y congestion vascular;
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cambios tisulares, considerando paniculitis, edema y miositis; formacioén de ulceras y
desarrollo de osteomielistis aguda, asi como la formacién de vasos sanguineos (Fig.16 y

17).

Microabsceso

Polimorfonucleares

Cumulos de bacteria

Fibrosis Células espumosas

Figura 16. Formacién de microabscesos en el actinomicetoma experimental. Imdgenes

representativas de las lesiones evaluadas en cada muestra.

En el andlisis histolégico se observé una disminucién en el porcentaje de
aparicion de las lesiones en los ratones tratados con fenofibrato durante el
establecimiento de la enfermedad, comparado con el grupo de la infeccion natural, entre
los dias 30 y 45. El1 90% de las lesiones evaluadas aparecen en menor porcentaje; dichas
lesiones corresponden a: la infiltracion de células polimorfonucleares y células
espumosas, la formacion de microabscesos, miositis, edema, necrosis, Ulceras, neuritis e

inflamacién perineural, trombos sépticos, vasculitis y congestion vascular (Fig. 18).
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Cambios vasculares

Vasculitis

Trombos sépticos

Neuritis y perineuritis

Cambios tisulares

Paniculitis ' ' Miositis

Ulcera Osteomielitis aguda

Fig. 17. Cambios vasculares, tisulares y Oseos en el actinomicetoma experimental.

Iméagenes representativas de las lesiones evaluadas en los tejidos bajo cada tratamiento.
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Fig. 18. Modificacién de las lesiones durante el establecimiento del actinomicetoma
experimental de ratones tratados con fenofibrato y aminoguanidina. Los resultados se
expresan como porcentaje bajo cada tratamiento a diferentes tiempos de evaluacion. Se

graficé el promedio de los porcentajes por dia de evaluaciéon + SEM.

La formacién de vasos sanguineos fue evaluada por grados de aparicién con la
tincion de hematoxilina y eosina (Fig. 19), bajo diferentes tratamientos. La
administracién de fenofibrato durante el establecimiento del actinomicetoma provoca
una disminucién en el nimero de vasos al dia 30, comparado con el grupo de la

infeccion natural (Fig. 20).

Fig. 19. Desarrollo de angiogénesis en el actinomicetoma experimental. Imagen
representativa de nuevos vasos sanguineos en las muestras de tejido bajo diferentes

tratamientos.
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Fig. 20. Apariciéon de vasos sanguineos durante establecimiento del actinomicetoma
experimental en ratones tratados con fenofibrato y aminoguanidina. Los resultados se
expresan como porcentaje del promedio de los vasos sanguineos bajo cada tratamiento a

diferentes tiempos de + SEM.

6.2.2 Evaluacion clinica del efecto del fenofibrato sobre el actinomicetoma

establecido.

El progreso de las lesiones anteriormente consideradas en la evaluacién clinica
durante el establecimiento del micetoma fueron también observadas bajo la
administracion de diferentes tratamientos en ratones con micetoma establecido. Al dia
45 de la administracién de fenofibrato el nimero de lesiones como abscesos, ulceras y
fistulas aparecen en un menor nimero de ratones, comparado con el grupo que no

recibié ningilin tratamiento. No se observan diferencias en fibrosis ni en dilatacion de
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vasos sanguineos. Una vez mads, se observd una regresion en las lesiones del grupo

control al que se le administré aminoguanidina (Tabla 11, Fig. 21).

Tabla 11. Evaluacion del desarrollo de las lesiones en ratones con actinomicetoma

experimental establecido.

Infeccién natural Fenofibrato Aminoguanidina

Tiempo

DO | D7 (D15 | D30 | D45 | DO | D7 | D15 | D30 | D45 | DO | D7 | D15 | D30 | D45
Lesion

Abscesos % 64 73 73 90 90 76 82 70 70 60 94 | 93 75 40 20

Ulceras % 0 27 22 25 30 18 27 15 15 10 | 45 31 10 10 10

Fistulas % 28 27 33 60 60 20 | 24 36 30 30 29 31 38 10 0

Dilatacion de
vasos 0 27 56 50 50 12 | 29 36 50 50 29 | 46 63 40 10
sanguineos %

Fibrosis % 0 0 22 50 60 6 6 14 40 60 12 15 15 10 10

Tiempo en dias de tratamiento. Evaluacion expresada en porcentaje de ratones.

Fig. 21. Lesiones del actinomicetoma experimental establecido. Imdgenes
representativas de cada grupo al dia 45 de tratamiento. a): grupo de la infeccion natural,

b): tratamiento con fenofibrato, ¢): tratamiento con aminoguanidina.




A partir del dia 30 de tratamiento con fenofibrato se observé una disminucion en
las medidas de inflamacién, en comparacidn con los ratones del grupo de la infeccion
natural, aunque no existen diferencias significativas. Las medidas de inflamacién en el

grupo que recibié aminoguanidina son menores que las medidas de los grupos anteriores

(Fig. 22).
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Fig. 22. Efecto del fenofibrato y la aminoguanidina en el actinomicetoma experimental
establecido. Evaluacién a diferentes tiempos, bajo cada tratamiento. Se expresa el

promedio de las medidas por dia de evaluacion + SEM.

Segun los criterios de Salinas-Carmona para evaluar la progresiéon de las
lesiones, bajo el tratamiento con fenofibrato, aunque la mayoria de los ratones se
ubicaban en un grado IV de micetoma, el resto se encontraba entre el grado Il y III a

diferencia del grupo de la infeccion natural ubicados en su totalidad en los grados Il y
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IV al dia 45 de tratamiento. La mayoria de los ratones del grupo que recibi

aminoguanidina se mantuvo en el grado II de progresion del micetoma (Tabla 12).

Tabla 12. Porcentaje de ratones en relacion al grado de la lesion en el

actinomicetoma establecido bajo tratamiento con fenofibrato o aminoguanidina.

. . Tratamiento con Tratamiento con
Sin tratamiento . ) o
fenofibrato aminoguanidina
Tiempo
DO D30 D45 DO D30 D45 DO D30 D45
Grado
1(%) 75 0 0 63 0 0 18 0 0
II (%) 25 0 0 32 30 30 65 60 70
III (%) 0 50 40 0 30 10 5 20 30
IV (%) 0 50 60 5 40 60 12 20 0

Se muestran los resultados de los dias 0, 30 y 45 de cada tratamiento.

Para el andlisis histologico, se consideraron las mismas lesiones descritas en la
evaluacion histoldégica del tejido infectado bajo diferentes tratamientos administrados
durante el establecimiento del micetoma. Se observé una disminucién en el porcentaje
de apariciéon de las lesiones en los ratones con micetoma establecido tratados con
fenofibrato, comparado con el grupo de la infeccion natural entre los dias 30 y 45. El
30% de las lesiones evaluadas aparecen en menor porcentaje; dichas lesiones
corresponden a la infiltracion de células espumosas, la formacion de edema, paniculitis,
ulceras, trombos sépticos, vasculitis y congestion vascular (Fig. 23). La administracion
de fenofibrato sobre el actinomicetoma establecido provoca una disminucién en el

numero de vasos al dia 45, comparado con el grupo de la infeccion natural (Fig. 24).
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Fig. 23. Modificacién de las lesiones en el actinomicetoma experimental establecido de

ratones tratados con fenofibrato y aminoguanidina. Los resultados se expresan como

porcentaje bajo cada tratamiento a diferentes tiempos de evaluacion. Se grafico el

promedio de los porcentajes por dia de evaluacion + SEM.
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Fig. 24. Porcentaje de vasos sanguineos en el actinomicetoma experimental establecido en

ratones tratados con fenofibrato y aminoguanidina.

Los resultados se expresan como

porcentaje del promedio de los vasos sanguineos bajo cada tratamiento a diferentes

tiempos de + SEM.
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6.3 Evaluacion de angiogénesis.

6.3.1 Evaluacion de la angiogénesis bajo el tratamiento con fenofibrato durante
el establecimiento del actinomicetoma.

Se observé un incremento en el nimero de vasos sanguineos conforme avanza
el tiempo de infeccidn en los ratones infectados. En ratones tratados con fenofibrato
durante el establecimiento del micetoma se observé una disminucién en el nimero
de vasos sanguineos por campo con el marcaje de VEGF y eNOS al dia 45 de
tratamiento (Fig. 25 y 26). Ambos marcajes se observaron alrededor de los vasos
sanguineos. Ademads, la expresion de VEGF se observé en células dentro de la zona
de fibrosis y en el infiltrado celular del microabsceso (Fig. 27 y 28). eNOS se
observé también en células de la periferia del microabsceso (Fig. 29 y 30). La
cuenta de los vasos linfaticos con el marcaje de LYVE-1 no se correlaciona con la
cuenta de los vasos sanguineos (Fig. 31) . El marcaje de esta molécula se observa
solamente alrededor de vasos linfaticos (Fig. 32). Las estructuras de los vasos se

localizan en las zonas de fibrosis que rodean a los abscesos.
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Fig. 25. Inmunoreactividad de VEGF en tejido infectado durante el establecimiento
del actinomicetoma. Evaluacién por grupo a diferentes tiempos. Los resultados se

expresaron como el promedio de vasos sanguineos por campo + SEM.
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Fig. 26. Inmunoreactividad de eNOS en tejido infectado durante el establecimiento del
actinomicetoma. Evaluacion por grupo a diferentes tiempos. Los resultados se

expresaron como el promedio de vasos sanguineos por campo + SEM.



Fig. 27. Expresion de VEGF en tejido de actinomicetoma. Imagen representativa de la
expresion de VEGF en vasos sanguineos, células de la zona de fibrosis y del infiltrado

celular en el absceso. a): imagen captada a 10X, b): imagen captada a 40X.

Fig. 28. Expresion de VEGF en tejido de actinomicetoma durante el establecimiento de

la enfermedad. Imagen representativa de la expresion de VEGF al dia 45 de tratamiento.
a): infeccion natural, b): tratamiento de fenofibrato, c): tratamiento de aminoguanidina.

Imagenes captadas a 10X.
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Fig. 29. Expresion de eNOS en tejido de actinomicetoma. Imagen representativa de la
expresion de eNOS en vasos sanguineos, células de la zona de fibrosis y células en la

periferia del micetoma. Imagenes captadas a 40X.

Fig. 30. Expresion de eNOS en tejido de actinomicetoma durante el establecimiento

de la enfermedad. Imagen representativa de la expresion de VEGF al dia 45 de
tratamiento. a): infeccion natural, b): tratamiento de fenofibrato, c): tratamiento de

aminoguanidina. Imégenes captadas a 10X.
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Fig. 31. Inmunoreactividad de LYVE-1 en tejido infectado durante el
establecimiento del actinomicetoma. Evaluacion por grupo a diferentes tiempos.
Los resultados se expresaron como el promedio de vasos sanguineos por campo

+ SEM.

Fig. 32. Expresion de LYVE-1 en tejido de micetoma. Imagen representativa

de la expresion de LY VE-1 en vasos linfaticos. Imagen captada a 40X.
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6.3.2 Evaluacion de la angiogénesis bajo el tratamiento de fenofibrato sobre

el actinomicetoma establecido.

En el tejido con micetoma establecido se observé un incremento en el nimero de
vasos sanguineos y en el porcentaje de células inmunonreactivas con anti-VEGF (Fig. 33
y 34) a partir del dia 15 de tratamiento (correspondiente al dia 45 de la infeccion
natural), y con anti- eNOS (Fig. 35 y 36) al dia 45 de tratamiento (correspondiente al dia
75 de infeccion natural). Al final del tiempo de evaluacién las cuentas de vasos son
similares con ambos marcadores. Con la administracion de fenofibrato se observé una
disminucion en las cuentas de los vasos sanguineos para VEGF y eNOS al dia 45 de
tratamiento. La expresion de VEGF se observd en células del endotelio de los vasos
sanguineos, células en la zona de fibrosis, y células infiltradas al absceso. eNOS es
expresado en células de endotelio de vasos sanguineos, células de la zona de fibrosis, y

células a la periferia del microabsceso.

La cuenta de los vasos linfaticos con el marcaje de LYVE-1 es similar a la
obtenida en la lesiébn durante el establecimiento del actinomicetoma. No existe una
correlacion en el numero de vasos linfaticos con el numero de vasos sanguineos
marcados con VEGF y eNOS (Fig. 37). LYVE-1 se observd expresado en endotelio de

vasos linfaticos.
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Fig. 33. Inmunoreactividad de VEGF en tejido con actinomicetoma establecido.
Evaluacion por grupo a diferentes tiempos. Los resultados fueron expresados como el

promedio de vasos sanguineos por campo + SEM.

Fig. 34. Expresion de VEGF en tejido con actinomicetoma establecido. Imagen
representativa al dia 45 de tratamiento. . a): infeccidon natural, b): tratamiento de

fenofibrato, c): tratamiento de aminoguanidina. Imagenes captadas a 10X.
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Fig. 35. Inmunoreactividad de eNOS en tejido con actinomicetoma establecido.
Evaluaciéon por grupo a diferentes tiempos. Los resultados fueron expresados como el

promedio de vasos sanguineos por campo + SEM.

Fig. 36. Expresion de eNOS en tejido con actinomicetoma establecido. Imagen
representativa al dia 45 de tratamiento, sobre el actinomicetoma establecido. a): infeccion
natural, b): tratamiento de Fenofibrato, c): tratamiento de aminoguanidina. Iméagenes

captadas a 10X.
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Fig. 37. Inmunoreactividad de LYVE-1 en tejido con actinomicetoma establecido.
Evaluacion por grupo a diferentes tiempos. Los resultados fueron expresados como el

promedio de vasos sanguineos por campo + SEM.



Capitulo VII

Discusion

El tratamiento establecido en la actualidad para el actinomicetoma consiste en la
combinaciéon de antibidticos y trimetoprim-sulfametoxazol (bacteriostitico). Dichos
tratamientos suelen ser costosos y deben administrarse por largos periodos tiempo hasta
encontrar que el paciente ha entrado a remision (28, 102). Considerando que el
tratamiento es costoso, la toxicidad inherente de los medicamentos y sus efectos
secundarios, es importante encontrar una terapia adyuvante que evite la progresion de la

enfermedad, y a su vez que permita la regresion de las lesiones formadas.

Los mecanismos que favorecen el establecimiento de los agentes causales o el
desarrollo de la lesion en el sitio de infeccidn no se ha esclarecido por completo. En este
trabajo, la angiogénesis fue propuesta como un posible mecanismo por medio del cual la
bacteria puede establecerse y desarrollar la enfermedad en el modelo murino de
actinomicetoma por N. brasiliensis en ratones BALB/c, segin los resultados de estudios
histolégicos previos (3) y en estudios sobre el bloqueo de NO en ratones infectados con
esta bacteria (81, 82) anteriormente descritos. Sin embargo, no existen reportes que
aseguren que la angiogénesis se desarrolle en el sitio de la lesién del actinomicetoma ni

se ha descrito su papel en la patogénesis. Para este trabajo, se considera como una

67



posible terapia adyuvante la administracién de fenofibrato, tras estudiar clinicamente su

efecto en ratones con actinomicetoma, infectados con N. brasiliensis.

Se ha reportado la administracion del fenofibrato en pacientes infectados con
VIH bajo terapia antirretroviral altamente activa, con la intencién de tratar
hiperlipidemias que son resultantes al tratamiento. Las propiedades antiinflamatorias del
fenofibrato se han estudiado en pacientes con dislipidemia y aterosclerosis, ademds de
pacientes con enfermedades cardiovasculares e infecciones ocasionadas por
C. pneumoniae, quienes representan un factor de riesgo para el desarrollo de

cardiopatias (94, 103-105).

No se tiene reportado el uso de este medicamento en algin modelo experimental
de micetoma ni su administracion en pacientes con actinomicetoma por N. brasiliensis,
siendo este el primer trabajo en el que se reporta el empleo de fenofibrato para el modelo

experimental de esta enfermedad.

Se pudo observar que el fenofibrato no actia sobre la viabilidad de
N. brasiliensis, comparando lo resultados obtenidos con los de amikacina, un antibidtico
sobre el cual se habia reportado anteriormente la susceptibilidad de la bacteria a este
antimicrobiano, con una CMI de 2 pg/ml en el 50% de aislamientos de N. brasiliensis
reportados por Gomez-Flores et al. (29). En este trabajo, el fenofibrato no impide el
crecimiento de esta bacteria en dosis cercanas a la necesaria para ejercer su actividad en
plasma sanguineo de ratén ni a dosis mayores. Estos resultados van de acuerdo a lo
esperado, sugiriendo que el fenofibrato actia sobre otros mecanismos sin afectar el

crecimiento del microorganismo.
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Al final del tratamiento con Fenofibrato, durante el establecimiento de la
enfermedad y sobre la enfermedad establecida, se observé una disminucién en la
aparicién de las lesiones caracteristicas que se aprecian en forma macroscdpica y una
disminucién en las medidas de inflamacién comparadas con las medidas del grupo de la
infeccién natural, asi como una disminucién en el grado de aparicién de lesiones
histolégicas caracteristicas, esto dltimo entre los dias 30 y 45 de tratamiento. Cabe
mencionar que no se han reportado trabajos sobre el efecto del fenofibrato en
enfermedades establecidas, como en nuestro caso. En general, nuestros resultados son
similares a los obtenidos en otras investigaciones de modelos de enfermedades en las
que se ha descrito que el proceso de angiogénesis se lleva a cabo. Entre ellos se
encuentran modelos de enfermedades inflamatorias de intestino y modelos de retinopatia

diabética (106, 107).

Entre estas investigaciones se encuentra aquella en la que la administracion de
fenofibrato en un modelo de colitis, tras inducir el desarrollo de la enfermedad, resulta
en un retraso en la aparicion de las caracteristicas clinicas y lesiones en el tejido, ademés
de una disminucién en la produccién de citocinas pro-inflamatorias, posiblemente como
consecuencia de un retraso en la acumulacién de células que las producen o a través de
la disminucién directa en la expresion de dichas citocinas por regulacion génica, sin

descartar que ambos mecanismos puedan presentarse en forma simultanea (108).

En nuestro trabajo no se llegdé a determinar si existe un cambio en el perfil de
citocinas expresadas a lo largo de la patologia, en cambio se observé una disminucién en
la aparicién de células pro-inflamatorias en el infiltrado celular de los microabscesos asi

como en tejido circundante, lo que da lugar a pensar que las citocinas proinflamatorias
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podrian ser detectadas en menor concentracién, debido a un menor nimero de células
infiltradas en el tejido dafiado. Se piensa también que un menor nimero de células
inflamatorias acumuladas influyen en la aparicién de un menor grado de lesiones y en la

disminucidn de las medidas de inflamacion.

A lo largo del tiempo de evaluacion se observé un incremento en el nimero de
vasos sanguineos en grupos que desarrollaron la historia natural de la infeccién,
confirmando que el proceso de angiogénesis se lleva a cabo durante el desarrollo del

actinomicetoma.

Bajo el tratamiento con fenofibrato se observo entre los dia 30 y 45 de
administracion una disminuciéon en el numero de vasos sanguineos durante el
establecimiento de la enfermedad y en tejido con micetoma establecido. Estos resultados
son similares a los obtenidos por Chen et al (109, 110), quienes administraron
Fenofibrato en un modelo murino de retinopatia diabética y observaron una disminucion
en la formacion de vasos sanguineos a consecuencia de la inhibicion en la expresién de

VEGTF, desencadenada a partir de condiciones de hipoxia en el tejido.

Hasta el momento, en nuestro modelo de trabajo no se conoce si la disminucion
en la formacion de vasos sanguineos es ocasionada s6lo por inhibir la expresion de
VEGF o por otros factores pro-angiogénicos. Las células infiltradas en los
microabscesos del micetoma (células polimorfonucleares, macréfagos, linfocitos) son
capaces de expresar VEGF (111-113), ademds de citocinas pro-inflamatorias, por lo
tanto, es posible que la expresion de VEGF en el tejido disminuya debido a un menor

grado de aparicion de dichas células inflamatorias, pero no se ha determinado si las
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células endoteliales, fibroblastos y células estromales también disminuyen la expresion

de esta proteina.

Recordando que el proceso de inflamacién contribuye al inicio y mantenimiento
del proceso angiogénico (37), se puede deducir que un retraso en la aparicion de dichas
células pro-inflamatorias puede ser el responsable de un menor ndmero de vasos
sanguineos formados. Segtn lo publicado por Solis et al. (3), de las citocinas que son
expresadas en el tejido de actinomicetoma experimental, TNF-a, IL-1, IL-6 e 1I-8,
ademds de establecer un ambiente que favorece la progresion de la enfermedad, junto
con factores de crecimiento y otras quimiocinas, estimulan el proceso de angiogénesis.
Estas moléculas son expresadas por células del sistema inmune que conforman el
infiltrado celular de los abscesos, ademds de células estromales, ejerciendo control sobre
la proliferacion y migracion de las células de endotelio vascular (37, 114). Es importante
determinar si existen cambios en la expresion de estos factores pro-angiogénicos tras la
administracién de fenofibrato, y comprobar si este es un mecanismo mediante el cual se

inhibe la formacién de vasos sanguineos en este modelo experimental.

Los sitios con mayor vascularizacion fueron encontrados en los anillos de
fibrosis rodeando los microabsecesos en el micetoma, lo que nos hace considerar que la
angiogénesis puede formar parte del proceso de cicatrizacion en el tejido infectado
(115), tras la constante formacion de lesiones a causa de la respuesta inflamatoria
intensa. Sin embargo, también se apoya la idea de que el proceso contribuye a la
formacion de las lesiones del actinomicetoma, tras los resultados anteriormente

mencionados en los que de forma indirecta se demuestra una disminucién en la

71



formacion de vasos sanguineos y a su vez una disminucion en el grado de inflamacion y

aparicion de lesiones tras la administracion de fenofibrato.

El marcaje con VEGF y eNOS nos permite cuantificar vasos sanguineos por
campo, no asi con el marcaje de vasos linfaticos con LY VE-1, inicialmente considerado

como un marcador indirecto de angiogénesis.

En todas las condiciones de tratamiento que se realizaron, se observa un mayor
numero de vasos linfaticos al dia 7 de tratamiento, y en dias posteriores se observo una
disminucion en las cuentas de estas estructuras. Un comportamiento similar ha sido
anteriormente reportado por Paavonen et al. (116) en estudios con diferentes modelos de
cicatrizacion de heridas con inflamacion cronica, donde observé la aparicion de vasos
linfaticos de forma simultdnea con la formacion de vasos sanguineos. No obstante, el
numero de vasos linfaticos que se desarrollan es menor al de los vasos sanguineos, y
muestran una regresion rapida, sugiriendo que la linfangiogénesis ocurre de manera

transitoria durante la cicatrizacion de heridas.

Se cree que la formacion de vasos linfaticos es importante en las etapas iniciales
de la infeccidn, siendo estas estructuras un medio por el que llegan células del sistema
inmune desde diferentes oOrganos del cuerpo y que contribuyen al proceso de
cicatrizacion, lo que podria explicar la regresion de los vasos formados conforme existe

un 4drea mayor de cicatrizacion.

Por el momento, se descarta a LYVE-1 como un marcador indirecto de los vasos

sanguineos en este modelo experimental, debido a que no existe una correlacién entre el
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numero de vasos sanguineos que aparecen en la lesion con el niimero de vasos linfaticos

formados.

Estos resultados abren nuevas oportunidades de estudio para el desarrollo de
terapias alternativas o adyuvantes para tratar al actinomicetoma, a partir de farmacos
autorizados para su administraciéon en humanos para otras condiciones especificas. Es
importante desarrollar otros tipos de estudio hasta obtener resultados con mayor
beneficio, con la intencién de detener el progreso de la enfermedad y dar lugar a la
regeneracion del tejido dafiado en menor tiempo. Se obtiene mayor beneficio al
administrar fenofibrato durante el establecimiento del actinomicetoma, comparado con
los grupos del actinomicetoma establecido, sin embargo, deben establecerse dosis

adecuadas para cada situacion.

Es probable que sea necesaria la administracion simultdnea de algun antibidtico
del cual se conozca que N. brasiliensis sea susceptible, evitando su replicacion en la
zona afectada, mientras que el fenofibrato actia evitando la formacion de vasos

sanguineos, siendo posible inhibir la progresion del actinomicetoma.

Los aspectos que deben considerarse ademds del ajuste de las dosis son los
siguientes: el empleo de otros farmacos de la clase de los fibratos, en combinacion o en
forma individual, la combinacién con otras terapias establecidas para tratar el
actinomicetoma (antibidticos), y encontrar otros blancos terapéuticos para inhibir el

proceso de angiogénesis de forma farmacoldgica.
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Capitulo VIII

Conclusiones

El nimero de vasos sanguineos se incrementa conforme avanza el tiempo de la
infeccion en el modelo experimental de actinomicetoma por N. brasiliensis.

La angiogénesis contribuye al aumento del tamafio del actinomicetoma
experimental.

La disminucién de la angiogénesis por el tratamiento con fenofibrato conlleva a

una disminucién del grado de la lesion en el actinomicetoma.
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Anexos

I. Preparacion de reactivos

1.1 Buffer PBS (buffer fosfato salino), 1X
Disolver 8 g de NaCl, 0.2g de KCl, 1.44g Na,HPO, y 0.24g KH,PO4 en 800 ml
de agua destilada. Ajustar el pH de la solucién a 7.2-7.4. Aforar a 1L con agua
destilada. Conservar la solucién a temperatura ambiente.

1.2 Buffer Tris-HCI, 1 X
Para 1L de solucidn, afiadir 6.1 g de Tris-HCl en 700 ml de agua destilada.

Ajustar a pH 7.2-7.4 y aforar a 1L. Conservar a temperatura ambiente.

1.3 Formaldehido al 3.7% en PBS 1X
Para 1L de solucién, afiadir 100 ml de formaldehido al 37% en 900 ml de PBS
1x.

1.4 Buffer de citratos, 10mM 4cido citrico, 0.05% Tween 20, pH 6.0
Pesar 1.92g de NaH2(C3HS50 (COO)3, disolver en 800ml de agua destilada.
Ajustar pH a 6. Aforar a 1000 ml con agua destilada. Agregar 500ul Tween 20.
La solucion se conserva a 4°C, y tiene caducidad de 3 meses.

L.5 Solucion de lavado. Para preparar 100ml
Medir 99.5 ml de PBS o TBS pH 7.2-7.4. Anadir 500ul Tween 20.

1.6 Peroxido de hidrogeno al 3%.
En 90ml de PBS o TBS pH 7.2-7.4 afiadir 10ml de perdéxido de hidrégeno al
30%. La solucién se conserva a 4°C y tiene caducidad de 3 meses.

1.7 Solucién de bloqueo
En 98.1 ml de PBS o TBS pH 7.2 — 7.4 0 TBS pH 8.4, afiadir 1 ml de suero, 1 g

de Albumina Sérica Bovina, y 0.1 ml de la solucion stock de gelatina de pescado
10%.

1.8 Stock 10% gelatina de pescado
10g de gelatina de pescado en 100ml de PBS o TBS pH 7.2-7.4 o TBS pH 8.4.

1.9 Solucién diluyente.
0.01g Albumina Sérica Bovina en 10ml PBS o TBS pH 7.2-7.4 o TBS pH 8.4.

1.10 Segundo Ac, kit VECTASTAIN ABC KIT
- Solucion 1: 5ul del anticuerpo del vial azul en 1 ml PBS o TBS pH 7.2-7.4
- Solucién 2: a un ml de PBS o TBS pH 7.2-7.4, afiadir 10 pl del vial, seguido
de 10 ul del vial B.
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I.11 Solucién de sustrato/cromogeno, kit InmPACT DAB
Agregar una gota del cromdgeno (gotero) en un ml de diluyente.

1.12 Solucion de Formaldehido al 10%

- 973mlde PBS 1X
- 0,27 ml de Formaldehido al 37%

1.13 Solucion de hematoxilina de Gill.

Para 1L de solucién, a 730 ml de agua destilada, afiadir los siguientes
reactivos:

- 250 ml de etilenglicol

- 2 g de hematoxilina anhidra

- 0.2 g de yodato de sodio

- 17.6 g de sulfato de aluminio

- 2 ml de 4cido acético glacial

1.14 Solucion de Eosina.

Para 100 ml de solucién:

- 1 g de Eosina amarillenta
- 20 ml de agua destilada

- 80 ml de alcohol al 96%
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