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'l. R E S U M E N , 

La histoplasmosis,al presentar la característica de parasitosis in­

tracelular preferencial del sistema fagocitico mononuclear, oriqina lesiones 

granulomatosas típicas y constitu_ye un buen modelo para el estudio del meca­

nismo inmune mediado por células. 

En este trabajo se revisa el papel de la respuesta inmune en la his 

toplasmosis a través de la interacción linfocitos T-macrófagos, tanto en 

el humano como en modelos animales. Se establecen las bases actuales del co 

nocirniento de la respuesta humoral y los posibles mecanismos de regulación -

inmune en esta enfermedad. Por último, se plantea un modelo teórico de regu-

1 ación de 1 a respuesta ce 1 ul ar mediada por anticuerpos y se reafirma además, 

la relación entre inmunidad y patogenia e~ este proceso infeccioso. 

2. CARACTERISTJCAS GENERALES DE LA fil STOPLASMOS IS. 

Dentro de las infecciones por hongos, las sistémicas son las más -

graves y de dificil diagnóstico. Frecuentemente llegan a producir la muerte 

de los pacientes ya que los medicamentos que se emplean no siempre tieñen -

la efectividad deseada además de que, en ocasiones, la terapéutica es tardía 

pues se instala cuando el padecimiento ya se encuentra muy diseminado. 

La histoplasmosis es la micosis sistémica más importante en el mun­

do y la de mayor trascendencia en el Continente Americano y en México.Una de 

sus fases es la histoplasmosis pulmonar primaria que constituye un serio 

problema de Salud Pública, tanto por la elevada frecuencia de los brotes -
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epidémicos como por la gravedad del cuadro clin1co. Esta micosis puede ser -

considerada como ocupacional ya que afecta a diferentes trabajadores, entre 

ellos a los mineros, que se exponen al agente etiológico al penetrar en vie­

jas minas. Algunas de estas minas aún poseen ricas vetas mineral es que po-­

drían ayudar a la economía mexicana y posibilitarían así la creación de abun 

dantes fuentes de trabajo ( 1). 

El agente causal de la histoplasmosis, el hongo dimórfico !listo- -

plasma msulatum" se distribuye ampliamente en las zonas tropicales y sub­

tropicales del mundo, principalmente en América; en México se le encuentra 

en todo el territorio nacional, circunscrito casi siempre a cavernas, minas, 

tiineles y casas abandonadas, donde existe guano de murciélago. 

Al ser adquirida la infección en recintos cerrados llenos de aero­

soles de esporas su incrementa la gravedad del cuadro clínico, lo que implj_ 

ca una elevada morbilidad, haciendo de 1u histoplasmosis pulmonar primaria 

de México una de las de mayor tasa de letalidad en el mundo. 

La histoplasmosis no es considerada una enfcnnedad rara en México, 

ya que al poseer la República más de 2,000 minas sin explorar, un gran núm_!!. 

ro de bocaminas índigenas y miles de cavernas de todos tamaños, asegura una 

morbilidad alta entre los individuos que frecuentan este tipo de recintos¡ 

espeleólogos, excursionistas, reco 1 ectores de guano, gambus inos, geólogos , 

antropólogos, etc. Aunque se tienen datos de la existencia de brotes epid! 

micos en todos los estados del país, con excepción de Tlaxcala y Baja Calj_ 

fornia Sur, los estados que presentan mayor frecuencia de brotes son aque-
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llos que debido a 1 a estructura geológica de su suelo poseen 111ayor número -

de cavernas y minas abandonadas: Guerrero, Michoacán, Querél.ii'O, llidalgo, 

Jalisco, San Luis Postosi, Guanajuato, Tamaulipas, Morelos, Chiapas y Peni!!. 

sula de Yucatán (2). !!: ~isulatum tiene como habitat natura 1, en su forma 

micelial, suelos con alto contenido de nitrógeno como la tierra conta111inil­

da con excretas de aves y guano de murciélago. 1.,1s esporas de la fase 111icc­

l ial del hongo (Fig. 1), son capaces de penetrar por vía respiratoria al 

individuo que visita los lugares contaminados, adquiriendo así la histopla~ 

mos is, enfermedad granu 1 oma tosa que puede manifestarse desde formas muy 1 e­

ves como catarro común hasta síntomas muy severos. Al parecer, las esporas 

micelianas al ser inhaladas se convierten .. dentro de los macrófagos alvcol!!. 

,·es, en la fonna parasit~ria del hongo, o ·sea las levaduras (Fig. 2), re-­

plicándose en el interior de estas células del huésped y pennitiendo el es­

tablecimiento de la infección. 

3. CARACTERISTICAS CLJNICAS DE LA lllSTOPLASMOSIS. 

En la histoplasmosis se reconocen principalmente dos fases: la in­

fección primaria y la enfermedad evolutiva o diseminada, La primera con un 

tipo asintomático y otro sintomático; la segunda también con dos tipos clí­

nicos, el agudo y el crónico. En la mayoría de los casos se adquiere la in­

fección en forma subclínica, por lo que se incluye en el tipo asintomático. 

Los casos con manifestaciones, o sea los incluidos en el tipo sintomático , 

presentan como formas clínicas: la leve que simula un ataque gripal, con -

malestar general; la moderada, que toma un aspecto de neumonía atípica con 

fiebre, hallazgos radiológ1cos acentuados y svrologia positiva intensa; la 
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forma el inica grave que se presenta con fiebre y está caracterizada por la -

seriedad de la infección, serologia positiva muy alta, lesiones cavitarias o 

tumorales encapsuladas con una imágen radiológica sumamente peculiar (Fig. 3) 

semejante a la de una infección hematógena producida por Mycobacterium .!:!!_­

berculosis (1-4), 

4. RESPUESTA CELULAR El/ LA HISTOPLASMOSIS. 

Algunas infecciones, en particular las intracelularc~, estinn1lan - -

preferencialmente una respuesta irnnune celular en el huésped. Esta respuesta, 

dada por la participación de diferentes subpoblaciones de linfocitos T con -

distintas funciones,se caracteriza por un mosaico de actividades.biológicas dj_ 

rigidas por los mediadores de la respuesta celular, las linfocinas, que tie­

nen acción sobre muchas células, especialmente sobre los macrófagos, La res­

puesta celular como elemento de defensa no es un fenómeno aislado, se en- -

cuentra relacionada con las demás fu~ciones y componentes de la respuesta i!!, 

mune, por lo que su efectividad depende de la óptim\i interacción de sus com­

ponentes. 

Dentro de las infecciones clásicamente conocidas y aceptadas como -

prototipo de infección inductora de la respuesta inmune celular, las producj_ 

das por hongos constituyen ejemplos importantes, siendo la histoplasmosis el 

modelo m<is interesante. 

llistoplasma capsulatum, es un parásito intracelular del sistema f!!_ 

gocitico mononuclcar (Fig. 4). Induce lesiones nranulomatosas en las que la 

reacción tisular está dada por el prcdo111i11io de macrófagos en la respucstd -

inflamatoria tic las lesiones, aunado a 1.1 prescucia de linfocitos. 
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Considerando que la respuesta inmune mediada por células es el mee-ª. 

nismo primordial en la defensa de este padecimiento, muchos investigadores -

han tratado de aclarar el papel de ésta en la histo11lasmosis, tanto a nivel 

de observaciones clínicas como por investigaciones en modelos ex11erimcntales. 

4.1. Respuesta celular en humanos. 

i.- Observaciones clínicas. 

La administración de drogas inmunosupresoras, la terapia con radi-ª. 

ciones así como la presencia de alteraciones patológicas de tipo degeneratj_ 

vo o maligno, aumentan el riesgo de cursar con una infección grave al expo­

nerse estos individuos al hongo (5-B). Las inmunodeficiencias celulares y -

1 as ocasionadas por 1 as 1 inforet i culos is ma 1 i gnas ( 1 infomas) están asocia-­

das con frecuencia a la histoplasmosis (9, 10). 

La función protectora de la respuesta mediada por células en la -­

histoplasmos1s se apoya en el trabajo de Biggar ~ -ª.!_. (11), quienes obser 

varon en un individuo hipo9a11111a9lobul inémico una rosolución favorable de la 

infección, lo que sugiere que los anticuerpos no participan en la protección 

de sarro 11 ada por el huésped hacia esta enfennedad y que la resolución se d~ 

be probablemente a una adecuada respuesta inmune celular. 

i1.- Observaciones l!l ~e.!!!. vivo. 

La actividad de la respuesta inmune celular se puode detectar a -

través de diferentes prut!lias J.!l vitro. llna de las más precisas y más utiliz~ 
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das es la transfonnación de linfocitos de pacientes histoplasmosos en prese!!. 

cia de antígeno como la histoplasmina, que es un filtrado del cultivo const.i 

tu!do por productos y componentes del hongo ( 12-14). 

El estado de sensibilización desarrollado por la infección histo-­

plasmosa puede ser demostrado in vivo mediante pruebas cutáneas. Esta prueba 

es más cualitativa que cuantitativa y su utilidad está dirigida principalme!!. 

te a estudios epidemiológicos. Sin embargo, ésta es una prueba auxiliar muy 

útil para establecer el pronóstico de. la enfennedad ya que una buena re~pue~ 

ta cutánea y una baja respuesta humoral, frecuentemente se relacionan con un 

buen pronóstico (15, 16), Por otro lado, la conversión de individuos histo­

plasmina-~egativos a histoplasmina-positivos permite establecer el diagnóst.i 

co del contacto con el hongo, o bien expresar el cruce inmune con otras nosQ_ 

logias que comparten estructuras antigénicas similares (15, 16). 

Dentro del panorama de la actividad celular en la histoplasmosis h.!!_ 

mana cabe mencionar el trabajo de Stobo ( 17) en un grupo de pacientes con la 

fase diseminada de la enfermedad. Mediante pruebas cutáneas y por la trans-­

fonnación de linfocitos con mitógenos y el antígeno específico, se detectó -

un abatimiento de la respuesta inmune celular. Esta baja o ausencia de res­

puesta celular en los pacientes estudiados por Stobo coincide con una sínte­

sis nonnal de lnmunoglobulinas. El autor identifica en este efecto inhibidor 

la participación de células T supresoras y en trabajos posteriores comprome­

te además 1 a Ingerencia de células adherentes supresor11s ( 17, 18), 

Las observaciones anteriores en huuwnus nos llevan a considerar el 

papel fundamental de la respuesta mediada por células en esta infección; pg_ 

ro la búsqueda de evidencias directas ha conducido al desarrollo de la inve~ 

tigación en animales. 
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4.2 Respuesta celular en modelos animales. 

Los apoyos más directos sobre la participación de la respuesta me­

diada por células en la defensa contra la histoplasmosis provienen de dife­

rentes investigaciones experimentales. 

El uso de suero anti-1 infocítico (SAL), previo al desafio con el -

hongo, favorece el establecimiento de la infección en ratones, la cual pro­

gresa más rápidamente en comparación con la adquirida por ratones no trata­

dos con este suero (lg, 20). Se ha observado que el tratamiento de animales 

con agentes citotóxicos predis¡ione a la infección experimental con !!isto- -

plasma (20, 21). 

Se ha estudiado la actividad de algunas linfocinas en la histopla~ 

mosis experimental como por ejemplo, el factor inhibidor de la migración de 

los macrófagos obtenidos de ratones inoculados con levaduras de l!_.capsulalunt 

(22), constituyendo esta linfocina un indicador útil de la manifestación de 

la respuesta celular en modelos aniniales. 

La transferencia pasiva del estado inn11111tl con células es un <1rgu-

111ento importante para definir el papel de la inmunidad celular. Tewari !!.!. 

tl (23, 24) han logrado proteger ratones singénicos, transfiriendo células 

esplenicas o de exudado perftoneal obtenidas de animales inmunizados con -

el hongo vivo o con ribosomas del mismo y sensibles al tratamiento con -

suero .inti-theta y com¡ilemento. Otra prueba más de la participación de la -

respuesta mediada por cél1ilns en la hfstoplasmosis, es la Infección de ratQ_ 

ncs atlmicos congénitos (nu/nu) con !!iston_~@. ~~ , los cu~les de­

sarrol fan un proceso se varo y fulal crnuparudo con fos ratones normales - -

(25. 26). 
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Un dato interesante sobre la respuesta mediada por celulas en la -

histoplasmosis, fué el obtenido por Burt y Smith (27) quienes encontraron 

durante el transcurso de la infección, una correlación entre la aparición 

de la inmunidad protectora, evaluada en ratones por la cuantificación del 

hongo en tejido a través de unidades formadoras de colonias (UFC) y el de­

sarrollo de hipersensibilidad tardía, así como de rosetas T especificas -

para el antígeno. Ellos observaron que la protección y la respuesta inmune 

celular decrecían a partir de los 2B días post-infección. 

5. i\CTIV!Oi\D DE Mi\CROF/\GOS. 

El macrófago como célula integrada a las funciones de defensa cel!!_ 

lar a través de un mecanismo de activación mediado por 1 infocitos T, es -

uno de los pilares de la defensa celular. No obstante, los estudios acerca 

de los mecanismos responsables de la participación de estas células en la 

histoplasmosis son escasos y poco esclarecedores. 

La administración de silica, un aqenle tóxico para nmcrófanos arnnenta 

la diseminación y la grcweuad del cuadro infeccioso en r¡1tones (2U). 

El comportamiento de los oiacrófagos frente a la infección con~ 

!!?Plasma ha sido particularmente estudiado por ltoward et tl• , quienes in.!_ 

cialmente describieron las condiciones de infección in vitro de células 

l evnduriformes de 1 hon~o en h is t ioc i tos de ran.1s y de ratones norma 1 es. 

Determinaron 1 a viabilidad del hongo, su multiplicación intracelular 

con un tiempo de generación de 10.3 il lllns en células ele ralón a 37"C en -

condiciones de filgocitosis de hasta 2•1hrs(29,30) y el efecto de la te111per~ 

tura en l~ parasitosis intranmcrofílgica (31). El destino del hun~o un los 
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macrófagos provenientes de animales irununizados fué inicialmente descrito -

por Hil l y Marcus (32) quienes encontraron inhibición del crecimiento intr! 

celular de Histoplasma, observando que el anticuerpo no ejercía efecto so­

bre la ingestión y la digestión intracelular del hongo. Howard ~~· des­

cribieron una inhibición del crecimiento del hongo con macrófagos de rato-­

nes normales cultivados en presencia de 1 infocitos provenientes del exudado 

peritoneal de ratones inmunizados con dosis subletales de llistoplasma 

(33-35); Al utilizar los productos de la estimulación de los liufocitos in­

munes con el antígeno, o seulas linfocinas, no observaron el efecto inhibi­

torio sobre el crecimiento de las células fúngicas (35), Sin embargo, en e~ 

perimentos posteriores,l/u-llsieh y ltoward (36) lograron activar a los 1:1acr.§. 

fanos con 1 infocinas demostrando esta activación por la ausencia del creci­

miento del hongo, cuando los macrófagos nonnales fueron incubados con linfQ_ 

cinas. Estos autores identificaron al interferón gan111a como una de las lin­

focinas más capaces para activar macrófagos y eliminar con ello al llisto­

plasma (36-38). Estas observaciones apoyan la importancia del papel que -­

tiene la interacción linfocitos T-macrófagos en la respuesta irunune celular 

contra la histoplasmosis. 

Existen dudas acerca del funcionamiento de esta interacción, así CQ. 

mo de los cambios moleculares y fisiológicos que presentan tanto el fagoci­

to como el parásito. lPor qué hay restricción del crecimiento del parásito 

pero no muerte intracelular? lCuáles son los componentes del hongo que in­

fluyen en los distintos pasos de su fagocitosis?. Algunas informacionessolx'e 

la· _fagocitosis de Histoplasma, están relacionadas con estos dos problemas 

básicos, Sánchez y Carbonell (39) encontraron que las células completas de la 
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fase levaduriforme del hongo son mejor fagocitadas in. vitro por macrófagos 

norma 1 es e inmunes que los protopl as tos de éstos, lo que sugiere un pape 1 

importante de la pared celular en la estimulación fagocitica, quizá ·por o~ 

sonización con c3b. Además puede ser que los anticuerpos obtenidos contra 

la pared celular, favorecen la fagocitosis del hongo (39). 

Se ha inve~tigado la actividad microbicida de las células fagocíti 

cas sobre este hongo. Sin embargo, se conoce más de los mecanismos anti­

fúngicos de los pol imorfonucleares que de los macrófagos (40,41), 

Aunque no está claro el papel de los polin1orfonuclearcs en el pro­

ceso infeccioso producido por llistoplasma, se ha observado que el sistema 

oxidativo de la mieloperoxidasa (MPO) tiene un efecto letal sobre las coni 

diosporas y las blastosporas de !!_, capsulatum (42). La acción de esta enzi 

ma es más crítica en las blastosporas que en las microconidias. En base 

a estos hallazgos, lloward et !!J.. discriminaron diferentes cepas de!!· §2_­

sulat111n con distinta susceptibilidad a la MPO, relacionando que un mayor 

nivel de catalasa en el hongo le confería mayor resistencia a la fagocit.!!_ 

sis por los polimorfonucleares (41, 42), No obstante, en trabajos poste­

riores observaron que la virulencia de las cepas de !!.capsulatum, no se -

asociaba con los niveles de catalasa, ya que cepas de baja virulencia de­

sarrollaban una actividad de catalasa alta y viceversa (43). 

Las proteínas catiónicas de los pol imorfonucleares también tienen 

efecto fungicida sobre!!· capsulatum (41, 43). Se han aislado de los ex-­

tractos de pol imorfonucleares de humanos por lo menos tres proteínas que 

presentan una acción anti-llistoplasma. Se desconoce el efecto de las - -

proteinas catiónicas de los neutrófilos y se plantea que puedan entrar a 
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los macrófagos y dirigirse al fagolisosoma (43). Se ha especulado que las -

protainas catiónicas u otras sustancias anti-fúngicas pudieran adherirse a 

las levaduras de!.!.· capsulalum y favorecer su dustrucción después de haber 

sido fagocitadas, o bien, que estas sustancias pudieran ser fagocitadas por 

los macrófagos e Incorporadas después a los fagol isosomas (43). 

Otra enzima estudiada por su efecto antifúngico es la lisozima, la 

cual muestra una acción lmportanteen ciertas especies de~ (44) y en 

Coccidioides inunitis {45). En los experimentos realizados con esporas de t!.:._ 

capsulatum se ha demostrado que la 1 isoz ima no juega un papel importante en 

el crecimiento intracelular de este hongo {43). 

Se ha visto que la estancia intrafagocítica inhibe la sintesis de 

protelnas de ltlstoplasma (46), Estudios en macrófagos alveolares de conejo 

mostraron que éstos poseen una actividad adversa sobre el crecimiento d~ -

ciertos hongos: ~. Cryptococcus e Histoplasma. Los resultados obte-. 

ni<los muestran que el crecimiento y la síntesis de proteínas de es-

tos hongos, se inhilien con extractos lisosomales de los 111acrófagos alveol! 

res y el mecanismo que proponen, involucra un efecto selectivo sobre el -

transporte de aminoácidos a través de la membrana de las células fúngicas 

{47), Grenson ~ !!_. (48, 49) identificaron una permeasa general de amino! 

cldos (PGI\) en Saccharomyces y Candida, la cual se encuentra alte1·ada, mo­

dificando el transporte y la consecuente incorporación de varios aminoáci­

dosª. las·células de estos hongos, con excepción del transporte de prolina 

y ácido glutámico. En!.!.· capsulatum se obtuvo un efecto similar con extra_s 

tos 1 isosomales de macr6fagos alveolares y,a diferencia de los anteriores, 

la restricción del transporte también se manifiesta para la prolina (50), 
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Además de esta permeasa general, se descubrieron permeasas especificas para 

Arg, Lys, Met y Pral. Se postula que este extracto lisusomal interfiere con 

las pcrmeasas especificas para los aminoácidos, sin alterar el transporte -

de azúcares, nucleótidos u otras moléculas (50). 

Recientemente se ha planteado, que la capacidad de defensa del hués 

ped o el grado de patogenicidad de la cepa de!!· capsulatum, depende del -­

tiempo de transfonnación de la fase micelial del hongo a Ja fase levaduri-­

fonne en el interior de las células fagociticas. Esta conversión dimórfica 

J.!!. vivo (fase miceliana/fase levaduriforme) tiene un papel crítico en la -

resolución de la infección, puesto que la fase micelial se elimina 111.ís f.i­

cilmente. Mientras más lenta sea la conversión a la fase de levadura, mayo­

res posibilidades de defensa para el huésped¡ por el contrario, una conver­

sión rápida facilita la implantación del proceso infeccioso. Este estudio -

reveló que la conversión de la fase micelial a levadurifonne empezaba a las 

6-7 hrs y se co111pletaba a las 72 hrs de incubación a 37ºC en macrófagos al­

veolares de ratones (51). 

Debido a que la infonnación sobre el fenómeno fagocitico en la his­

top 1 asmas is es escasa y dispersa, hemos desarro 11 ado una 1 ínea de invest ig!!_ 

ción en nuestro laboratorio, que ha aportado algunas observaciones intere­
~: 

santes. Inicialmente, establecimos las condiciones óptimas de infección del 

hongo J.!!. Y.il!:Q. utilizando como modelo de infección a los macrófagos peri­

toneales de ratones nonnales de la cepa singénica OALB/c. Este trabajo per: 

miti6 establecer la dosis resolutiva y la dosis no resolutiva de infección 

J.!!. vitro de los macrófagos, después de 24 horas de cultivo con las células 

1 evadurifonnes (fase paras ita ria) del hongo ( 52). 
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Posteriormente nuestro estudio se extendió a la observación por. mi­

croscopía electrónica y los resultados señalaron que en los primeros tiempos 

de infi;cción no hay evidencia del hongo dentro del macrófago; además se obser_ 

vó una marcada actividad de la célula fagocítica debida a la presencia de 

pseuclópodos, que sugieren la posible iniciación de la adhesión y posterior i.!! 

gestión del hongo; sin embargo no se logró observar la partfcula fúngica adh! 

rida a la superficie de la célula, posiblemente por el desprendimiento de ésta 

a causa de su manipulación (Fig. 5). Finalmente, durante los tiempos más 

largos de infección de 3 a 24 hrs, los macrófagos presentan gran actividad m~ 

tab6lica y parásitos en su interior en diferentes etapas de la infección 

(Fig. 6) (52-55). ·El marcaje del hongo y de Mycobacterium tuberculosis con 

isotiocianato de fluoresceina, utilizado éste últi1110 como cepa de referencia, 

durante una infección continua por 24 hrs, mostró abundante presencia de. 

llistoe_las111a en los diferentes tie111pos de infección, mientras que la cantidad 

de Mycobacterium fué escasa (Fig. 7) (52, 56). 

Considerando que el hongo es capaz de sobrevivir dentro del macróf! 

go y que ésto constituye un hecho fundamental en la Implantación de la infec­

ción y que ademSs desconocemos 1 os mecanismos de escape del lli stop 1 asma, nues-

~; tro trabajo se orientó hacia el estudio de uno de estos mecanismos, la inhibi­

ción de la unión fagosoma-lisosoma, que es común en otros microorganismos in­

tracelulares como Mycobacterium tuberculosis, fj1la111ydia psittaci, foccidloides 

ininitis, Nocardia asteroides y Toxoµlasma gondii (57-62). Inoculando intra­

peritonealmente levaduras del hongo en hamsters, Oumont y Robert (63) observa­

ron por microscopia electrónicaQJ! a los 5 y 30 min después de la infección, ya 

se identifican uniones de fagosomas y lisosomas, pero a medida que avanza el 
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tiempo de infección las fusiones disminuyen. En tiempos miis largos de infccci6n 

se han detectado dos tipos ele vacuolas fagocíticas, unas que carecen de fosfat1"!_ 

sa ácida, lo que sugiere ausencia de unión fagolisosomal y otras que contienen 

esta enzima, lo que sugiere unión fagol isosmna. La observación ele estos 1íll imos 

fagosomas permite proponer que la enzima proviene de fagocitos alterados que han 

sido fagocitados en conjunto con el hongo. Por lo tanto, proponen que la mayoría 

de los hongos se multiplican dentro de los fagosomas y que son continuamente re­

fagocitados (63). Estos hechos dejan en entredicho la unión fagosoma-lisosoma 

en macrófagos infectados con !.!· capsulatum, 

El destino del hongo en estas células no es el de su destrucción , -­

hay datos de que Óste sobrevive y se multiplica en tales circunstancias (63). 

Estos hallazgos sugieren que el mecanismo de inhibición fagol lsosomal pudiera 

estar operando cuando la infección no se resuelve (63). Resultados obtenidos 

en nuestro laboratorio (Taylor !!!_ tl·) utilizando el marcaje de 1 isosomas de 

macrófagos con naranja de acridina muestra el fenómeno de unión fagosoma-1 iso­

soma en macrófagos infectados con el hongo, Sin embargo, el indice de unión -

fagosmna-lisosoma es menor a medida que aumenta la dosis y el tiempo de infec­

ción (64, 65) (Fig. 8). Además, al trabajar con cepas vivas y muertas del hon­

go, empleando la linea celular de macrófagos J-774.2, se encontró una marcada 

diferencia en cuanto a frecuencia de fusión fagol isosoma con respecto a las 

células vivas y muertas ele llistoplasma (Fig. 9 ). Los experimentos real Iza­

dos con cepas de distinta virulencia no dieron result,1dos significativos - -

que apoyen una diferencia en el comportamiento de ambas cepas con respecto -

a la promoción de fusiones fagolisosomales ( Fig. 10) (64 , 65). 
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Recientemente Von Behrem et ~· (66) plantearon que la inhibición -

de la fusión fagosoma-lisosoma no es un factor primario para la sobrevida -

de llistoplasma capsulatum dentro del macrófago. Ellos analizaron los result!!_ 

dos obtenidos de la infección por llistoplasma en rnacrófagos peritoneales de 

ratón tratados con naranja de acridina y en macrófagos sometidos a tinción 

para fosfa tasa se ida, enzima utilizada como marcador de 1 i so somas. Encontra­

ron una inhibición de la fusión fagosoma-1 i so soma cuando ut i 1 izaban 1 a téc­

nica de naranja de acridina en un 41% para levaduras vivas y B!Z para leva­

duras muertas ,mientras que en el estudio de microscopia electrónica utilizan­

do el marcaje con fosfatasa ácida los resultados fueron antagónicos a los en. 

contrados con naranja de acridina. Aunque Von Behrem (66) se apoye en los -­

resultados obtenidos por microscopía electrónica para sugerir la ausencia de 

la inhibición de la fusión fagolisosoma en macrófagos infectados con llisto­

plasma, hay que tomar en cuenta que esta técnica, aunada a la utilización de 

una población heterogénea de macrófagos, como los peritoneales, tiene 1 inlit!!_ 

ciones similares a las descritas por Dumont et~- (63) quienes observaron -

que muchas de las fUsiones procedían de macrófagos parasitados que habían -­

sido refagocitados. 

Los mecanismos de facil itacfón del proceso fagocitico de !!iilil~!!!!!. 

por sustancias opsonizantes son contradictorios. Se sabe que lil fc1gocftosis 

en general se ve facilitada por receptores Fe y c3b de los macrófagos, que -

pueden captar complejos inmunes o bien fagocitar componentes capaces de acti 

var la vía alterna del co~plemento •. En la infección histoplasmosa se ha des­

crito que los anticuerpos· anti-pared incrementan la ingestión de levaduras -

del hongo (39) y también se ha visto que el hongo!!· capsulatum es capaz de -

activar la vía alterna del complemento (67). Tales antecedentes nos in--· 

- 15 -



dujeron a investigar la participación.de receptores Fe y c31/n la fagocitosis d:l 

IHstoplasma, Por ello, estudiamos los cambios c¡ue ocurren en los receptores 

de la membrana celular de los macrófagos y su posible papel en la fagocitosis 

del hongo. Nuestros resultados prel imlnares indican que el hongo opsonizado -

con lgG anti-Histoplasma presenta una cinética de internalización diferente a 

la del hongo sin opsonizar, sugiriendo la importancia de los receptores Fe. -

Las levaduras opsonizadas inducen una movilización de las proteínas de la me!!!_ 

brand del macrófago marcadas con 1125 por la técnica de lactoperoxidasa. En e!!_ 

da tiempo de f~gocitosis se procede a separar la fracción membranal de los m!!_ 

crófagos y determinar las cuentas totales de 1125 en un contador gan111a, corri_ 

giendo los valores con el número total de macrófagos obtenidos por incorpora­

ción de timidina 113. A los 15 min, hay una disminución de las marcas radioac­

tivas, recuperándose las cpm a los JO min después de la infección, mientras -

que las levaduras sin opsonizar siguen una cinética diferente (Fig. 11). Por 

autorradiografia en geles de pal iacrilamida se ha detectado la aparición y d~ 

saparición de algunas proteínas de membrana del macrófago (PM entre 14 y --

20 000 daltons) que pudieran estar comprometidas en la internalización del -

hongo (60). En la actualidad nuestros estudios están encaminados a aclarar la 

importancia de estos receptores ulil Izando una modificación del ensayo inmun!!_ 

enzimático. 

6. RESPUESTA llUMORAL. 

Aunque sea indiscutible la participación de la respuesta inmune ce­

lular en la defensa del huésped contra la histoplasmosls, es necesario esta­

blecer la función de los anticuerpos específicos en esta enfermedad.Su papel 

como elemento protector parece ser poco probable como se deduce de los antec~ 

dentes citados previamente en relación a la respuesta inmune. 

A pesar de su poca importancia en la defensa contra esta cnfemiedad 
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no se debe de olvidar c¡ue para el diagnóstico, los anticuerpos de clase -­

:¡gM aglutinantes e lgG precipitantes, son apoyos auxiliares en la detección 

de una fase aguda o 1 a fase temprana de 1 a enfermedad ( 69, 70) ,siendo que -

los fijadores de complemento de clase lgG principalmente aparecen de 2 a 4 

semanas después de la infección y son variables en su magnitud, dependiendo 

del ant igeno de llistop 1 asma utilizado (fase mi ce 1ia1 o fase 1 evaduri forme ) 

(70, 71). 

Por otro lado, hay que destacar el valor pronóstico de la respue! 

ta inmune humoral en la histoplasmosis, ya que está perfectamente establee.!. 

da la relación: respuesta humoral baja/respuesta celular .alta, buen pronós­

tico; respuesta humoral alta/respuesta celular baja, mal pronóstico (15,16). 

Sin embargo, la respuesta humora.1, aunque útil en el diagnóstico, 

presenta limitaciones debido al uso de antígeno con alta variabilidad y - -

· reactividad cruzada, que es tan común en los hongo. Muchos investigadores se 

han dedicado a la búsqueda de antígenos con mejor especificidad y sensibil.i 

dad, que pennitan un diagnóstico más preciso.La necesidad de contar con an­

tígenos más puros para la detección temprana de la histoplasmosis, es apre­

miante, debido al aumento de brotes epidémicos de esta enfermedad (1,2).No­

sotros hemos implementado un servicio de diagnóstico y de producción de an­

tlgeno a partir de cepas autóctonas que han contribuido al trabajo médico a 

través de un diagnóstico rápido y seguro,util izando antígenos crudos de His­

toplasma (tiistoplasmina)o blen,un complejo pollsacárldo-protelna eKtraldo por 

tratamiento con fenol y etanol seguido de desprotenlzac16n por pronasa y • 

Sevag, que presento la ventaja de desarrollar menor grado de cruce con 

productos de otros hongos que presentan similitudes con!!_. capsulatum 
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(tabla l, 2 y 3) (7?.-75), Los antfgenos crudos en particular, han sido úti­

les para los estudios de prevalencia de asociaciones infecciosas en una po­

blación determinada (76). Este servicio de imnunodiagnóstico y de produc­

ción de antígenos ha crecido en los últimos años y hemos logrado atender -

100 análisis anuales en promedio, además de suplir la demanda de antígenos 

para varias dependencias de salud del país, y también se han enviado a Cen­

tro y Sudamérica. 

El análisis de los anticuerpos desarrollados durante el curso de la 

histoplasmosis fué estudiado por varios investigadores. Se observó una ligg_ 

ra elevación de lgA y niveles normales de IgM e lgG en pacientes histoplas­

mosos (77). Se encontró un aumento marcado de los niveles de la lgA sérica 

en la forma crónica y ligera elevación durante la fase aguda de la enfer. 

medad, mientras que los anticuerpos de las clases lgG e lgM se presentaron 

normales (70, 78, 79). Las inmunoglobulinas especificas de la clase IgE tam­

bién fueron identificadas con un ligero aumento en suero de pacientes con 

histoplasmosis (80). 

Los mecanismos por los cuales los anticuerpos actúan en la elimina­

ción de un parásito se relacionan con la capacidad para opsonizarlos y pro­

mover su fagocitosis con eficiencia, ya sea coadyuvando con el sistema del 

complemento para facilitar la fagocitosis a través de CJb o induciendo la -

lisis y subsecuente eliminación del parásito. Además, el anticuerpo puede -

provocar un daño directo al parásito o utilizar los mecanismos de citotoxi-. 

cidad con la participación de células como las asesinas (K) y macrófagos, 

En la histoplasmosis, se ha visto que los anticuerpos pueden promover la f! 

gocitosis del hongo pero no influyen en la digestión intracelular de Histo-
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plasma(33,39) .El complemento no ha sido asociado con ningún daño en la pared 

celular del hongo aunque se sabe que este hongo es capaz de activar la vía 

alterna (67). Con respecto a los mecanismos de citotoxicidad no se ha podi­

d!J' comprometer a ninguno de los tipos celulares que participan en la cito­

toxicidad mediada por anticuerpo. Asi mismo no se tiene evidencia de que 

el anticuerpo promueva un daño directo a la célula fúngica, Este evento es 

considerado poco común entre los hongos aunque se ha visto que las lgGs -

anti-Candida causan una disminución en la filamentación de las lllastoconj_ 

dias que está asociada con una depresión de la respiración fúngica (01). 

Hay que destacar que algunos factores humorales de índole no irnnu­

noglollullnicos, por ejemplo la transferrina presente en el suero, puede -

dañar al hongo directamente o por lo menos limitar la tasa de su crecimien_ 

to (02). Este hecho tiene relación con la capacidad de virulencia de la c~ 

pa de llisto1!}~!11!'!.• d¡1da por la hallilidad de adquirir hierro dentro del - -

hucsped para su crecimiento, La adquisición de este elomeulo por el !11.~-~­

P 1 asma puede ser 1 imi lada por 1 a preseuc ia en e 1 huésped etc pro te i uas cap!!_ 

ces de unirse al hierro como la transferrina y la lactoferrina. 

7. MECANISMOS DE REGULACION. 

7 .1 fenómeno de supresión, 

Los mecanismos i rnnunorrcgul adores son functamen ta 1 es para 1 a ex pre­

si ón de 1 a respuesta inmune. Estos permiten que 1 a es t imul ac i6n i n111une par_ 

ticipe eficazmente en la defensa del huésped si~ que se presente una res­

puesta deficiente ni que se alcancen niveles exagerados de sensibilización 

tanto celular (hipersensibilidad celular tipo IV) como humoral (hipersensj_ 
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b1lidad I, 111), los cuales podrlan contribuir en fonna importan e a lapa­

togenia de la enfermedad, 

Entre los elementos propios del sistema inmunológico que actúan en 

la regulación inmune están las células asesinas naturales (NK), élulas - -

adhP.rentes, células T cooperadoras y T supresoras, además de algu os produf. 

tos elaborados por estas células como interleucina I, factor coop rador,. -

factores supresores e interleucina 2, siendo importante señalar t 1mbién los 

productos finales de la respuesta inmune humoral como los anticu irpos. 

Con respecto a las células T, los avances in111unoló9icos d •los úl­

timos 15 anos se caracterizaron por del imitar los fenómenos coope ativos 

y los supresores. Se describieron la cooperación y la supresión a i como 

las células involucradas en estos eventos, Se caracterizaron sus funcio-­

nes en la regulación inmune, Recientemente, se postularon algunas élulas 

adherentes en fenómenos simllares (efecto supresor ) ¡ sin cmlMrgo, i1 los -

ant icucrpos s61 o se 1 es as i una~a una función prot1:c Lori1 en pr0Gc!:C1; f11111f,1 • 

rnentalmento extracelularcs. 

Cons fderando la importancia de los fen6111enos rcuul a torios, c¡uo son 

en última instancia los que determinan la intensidad y duración de la res-

" puesta inmunológica, es pertinente conocer lo que ocurre en la fnfc cción -

hfstoplasnrosa; aclarando que se ha Identificado en ella la nartici ación ce 

células T supresoras, macr6fagos supresores y se intenta aclarar la fun-­

ción de los anticuerpos • Con respecto a las interleucinas no exist n ant~ 

cedentes sobre la participación de las ceJulas productoras de inter eucina 

ni tampoco las receptoras para estas rnoleculas en Ja infección prod cida -

por !h capsuJatum. 
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7.2 Supresión en la infección histoplasmosa. 

Los mecanismos regulatorios que afectan la respuesta inmune celular 

son especialmente importantes, destacándose por su participación en el de­

sarrollo del cuadro infeccioso aquéllos de índole supresivo. 

Es conocido que individuos vacunados contra el sarampión.y la vi--
...... 

ruela presentan anergia temporal a la histoplasmina (OJ). Se describieron 

muchos eventos supresivos asociados con la histoplas111osis. Sin embargo, -

tiene11 particular interés los casos de resolución desfavorable de esta ª!!. 

fermedad, donde ocurren ,en el huésped 'estados supresivos "ocasionales y n!!_ 

turales" en los individuos que cursan con una infección severa y que no -

presentan defectos en la respuesta inmune ni se encuentran bajo terapia -­

inmunosupresoril, 

El hecho de que la infección histoplasmosa se relacione ocasional­

mente con estados de supresión en el huésped, nos induce a pensar en los, -

sigu·ientes planteamientos: lexiste un estado supresivo,provocado por la i!!. 

fección histoplasmósica? por otro lado, lseria posible que la infección -

potencializara un estado de supresión previo?. Los estudios realizados por 

Artz y Bullock (oq, 85) utilizando' un modelo murino, demuestran una corre­

lación entre la fase aguda de la infección por Histoplasma y la existen-­

cia de una marcada supresión de la inmunidad celular, así como de la res­

puesta primaria de anticuerpos. Inicialmente ellos observaron una depre-­

sión de linfocitos en las zonas parncorticales de los organos linfoides de· 

ratones i níuctudos ( 04). Es ta supresión se de lec tó m sólo con an L i qunos ul!l 

hon\JO,sino la111bió11 con eritrocitos ele borruao, lo que inuica su inespucf-
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f1cidad. Se observó además únicamente en los animales que recibieron hongo 

vivo, no así en los an lma 1 es que fUeron inocula dos con hongo muerto ( 05). 

Estos hallazgos, apoyan la existencia de un estado supresivo generado por -

el proceso infeccioso (86, 87), 

La observación de que la susceptibilidad a la infección en algunos 

individuos se encuentra aumentada, sin que el individuo muestre inmunosupr~ 

siones inducidas o debidas a inmunodeficiencias, nos sugiere la existencia 

de un estado supresivo circunstancial previo a la infección. Se ha visto -

que grupos de individuos normales expuestos al hongo bajo idénticas condi­

ciones, sin considerar la dosis y la virulencia de la cepa,desarrollan dif~ 

rentes cuadros clínicos de la histoplasn1osis. Es importante considerar que 

los factores genét leos, nutric iona 1 es, hormona 1 es y de fatiga entre otros, 

actúan en la expresión de la susceptibilidad de cada individuo, Estos dis-­

tintos factores probablemente manifestarían su efecto a través de una vía -

común capaz de promover una baja en la defensa del individuo. Una de las m! 

neras de producir cambios en la resistencia, seria alterando.el equilibrio 

del sistema inmune modificando sus mecanismos de regulación y promoviendo -

en un momento dado una incapacidad para defenderse, lo que podría coinci­

dir con 1 a infección. Estos sujetos por lo tanto, presentarían mayor susceQ_ 

tibil idad a infectarse y un curso más critico de la enfermedad. las eviden­

cias experimentales que apoyan esta hipótesis son pocas. Se han detectado -

cambios en la población linfoide de diferentes animales, incluyendo al 110111-

bre, que reflejan las diferencias de sexo, edad y estimulo ho1'n1011i1l r¡11c P~. 

llicrdn estar actuando i111llrccta111c11tc en la roslstcncia • En 111 histoplasmos Is 

expcrimcmtal, Saslaw y Schaefer observaron que los ratones hembras de la --
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cepa Suiza (albina) desarrollaban mayor resistencia a la infección y que la 

edad del animal era un factor de cambio en la susceptibilidad al desafío -­

con el hongo (06, fl9). Hay que señalar que estos hechos no se pueden gener~ 

lizar ya que se han detectado diferentes comportamientos en otras cepas de 

animales (91l-93). 

La variación de la población linfoide en los animales es un hecho -

conocido (94-106). Se sabe por ejemplo que ratones de menos de cuatro sema­

nas presentan un predominio de celulas supresoras (102, 103), mientras que 

para edades más avanzadas (mayor de 12 meses) la infonuachin acumulada· -

es contradictoria , variando los resultados con la cepa y la especie ani-­

mal (94, 95, 98). Se puede esperar que la población linfoide ·en cuanto a ng_ 

mero y tipos de células, sufra modificaciones inducidas por distintos meca­

nismos de regulación interna a lo largo de la vida del animal, y posiblemc!!_ 

te estos cambios condicionen algunas variaciones en la susceptibilidad y -

resistencia del animal a infecciones. 

Taylor !!!_ tl• observaron que en la cepa singénica UALU/c, las hcm·- · 

bras desarrollan una marcada resistencia a la infección con lk.f~_psulatu111,así 

cu1110 que en los animales de menos de 1 mes y de más de 1 año de edad la sus- -

cu11Lihlliil,1d a la infección se encuunt1·,1 ¡1u111unli1da (Ff!J. 12) (107).Nuustr·us 

res u 1 tadus suu 1 m·un una 1 i(¡cra d i sm i nuc ión en el númurn de 11nfoc1Los y una 

mayor destrucción de los macrófa9os peritoneales en los ratones du menos de 1 

mes y de más 1 año de edad. Esto podría incidir desfavorablemente en estos -

aninrn 1 es cuando están bajo el des a fío con e 1 hon~o vivo, en comparación con 

los ratones más resistentes o sea los de J a 4 meses de edad (107). Los ra­

tones machos de la cepa 01\LB/c menores o hasta de 1 mes constituyen un mod,!! 
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lo experimental apropiado para el manejo de la infección histoplasmosa muri 

na, debido a su alta susceptibilidad a la infección, particularmente cuan­

do se campar.a con otras cepas de ratones como la CD-1 y la C57 que desarro­

llan mayor resistencia (datos no publicados). Al estudiar la alta suscepti­

bilidad de los ratones OALO/c machos menores de 1 mes, fue posible compro-­

bar que éstos presentaban un estado supresivo y que este estado era transf!!. 

rible por células de bazo a ratones singénicos adultos de la misma cepa y -

sexo, que bajo condiciones normales resistían al desafío con el hongo (ta­

bla 4) (100), Nuestros últimos estudios utilizando suero antimacrófago obt!!. 

nido en conejos y un monoclonal anti Thy 1.2 aMdidos de cmnplemento,nos 

sugieren que tanto las células adherentes como los linfocitos T participan_ 

de este efecto supresivo (tabla 5). 'En el presente, se plantea que el meca­

nismo supresor en bazo de ratones neonatos es producido por células depen-­

dientes de timo (100, 102-104). 

La proporción de células linfoides en algunas cepas de ratones va­

ria con la edad (96-101), aunque esta observación no ha sido generalizada -

para todas las especies de animales. Sin embargo, es posible extrapolar es­

tos hechos a los cambios generados en la susceptibil ldad del ho111hru sc¡1ún -

las modificaciones prescnllls en las diferentes eli1p.1s del dc~.ilrrollu dtli In 

dividuo. 

Con respecto al sexo y su relaci6n con procesos infecciosos, la in­

formación científica está más relacionada a la facilitación del crecimiento 

del parásito por posibles efectos hormonafes y existen pocos datos respecto 

a camllios en la respuesta inmune, El sexo femenino ha mostrado mayor capaci 

dad de respuesta, en comparación con el sexo masculino, en cuanto a la for. 
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mación de anticuerpos después de la inmunización con varios antlgenos y en 

cuanto al rechazo de aloinjertos de piel, así como de la respuesta a tumo­

res. Esas diferencias están bajo control genético, pero las hormonas sexu~ 

les pueden tener un efecto directo (109, 110). 

Con relación al papel del sexo en la defensa de procesos parasita­

rios, Kittas y llenry demostraron una mayor resistencia a la infección toxQ_ 

plasmósica en ratones gonadectomizados que en ratones nonnales de ambos -

sexos (111). La administración del hexoestrol indujo una atrofia timica ca 

si total y una involución parcial del tejido 1 infoide. Ratones infectados 

con Toxoplasma gondii y tratados posteriormente a la infección con hexoes­

trol mostraron un aumento en la 111ortal idad , probablemente como resultado 

de una depresión en la inn1unidad mediada por células causada por esta hor­

mona (111), 

Los andrógenos son inhibidores de la respuesta inmune humoral¡ en 

contraste, los estrógenos aumentan la fagocitosis y la actividad de linfo­

citos O, Los estrógenos pueden tener un efecto supresivo sobre la inmuni-­

dad mediada por células que es mas marcado en el sexo femenino, especial­

mente en mayores de 12 años (112, 113). 

Respecto a la re 1 ación entre sexo y en fennedades por hongos se 

ha observado que la frecuencia de estas infecciones varia en función de -

la edad y raza. El estudio de la incidencia de Pityrosporum ~· en niños 

de raza caucásica y raza negroide, antes y después de la pubertad, demostró 

mayor frecuencia de levaduras en los caucasicos que en los nenroides, ast -

como en niílos mayores o sexualmente maduros (114), 

En la infección experimental por Cryptococcus neofon11ans en ratones 
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hembras o machos adultos Swiss-Webster, se observó que la n1edia de sobrevida 

en días (MSD) fué más larga en las hembras que en los machos, lo que sugie­

re una mayor resistencia de las hembras a la infección experimental con - -

En los hongos existe una estimulación por honnonas sexuales como -

el 17 ~ estradiol, la progesterona y la testosterona en el crecimiento de 

Coccidioides inrnitis. Posiblemente estas hormonas aumentan la predisposi­

ción a la enfennedad, así como la diseminación de la coccidioidomicosis -­

(116). En las mujeres embarazadas la diseminación del hongo es' especialmen­

mente notable, mientras que las mujeres no embarazadas son menos suscepti­

bles que los hombres a la diseminación extrapulmonar de esta infección - -

(116). 

7.3 Participación de células supresoras. 

La presencia de las células supresoras en individuos con histo11las­

mosis ha sido señalada anterionnente en humanos (17). En el modelo animal, 

Bullock ~ tl .. han dado un énfasis especial a la participación de células 

supresoras en la hi stoplasmosis. Ellos identificaron que en la etapa 

temprana de la infección están involucradas células adherentes al nylon 

(117,llB) y que el tratamiento con indometacina de células de haza de ratón 

infectado no modifica J..!l ~ la supresión mediada por células T ó por las 

células adherentes al nylon. En contraste, el tratamiento de las células de 

bazo con ciclofosfamida elimina completamente la actividad de las células 

T supresoras, mientras que las células adherentes no son alteradas (119). 

- 26 -



•. 

Un verdadero balance regulatorio ha sido observado durante el transcurso ele -

la infección histoplasmosa murina, al estudiar ratones sensibles (C3tl/lleJ) y 

resistentes (c57nL/6). La primera cepa de ratones produce un factor supresor 

elaborado por las células de bazo con fenotipo Thyl.2 1
. Ly 2"'1-J+y los r,1tnncs 

resistentes producen un factor cooperador producido por ciilulas con marcado-

. res Thy 1.2+ Ly ¡+ (110,120). Se caracterizaron las células blanco del fac-­

tor supresor, las cuales presentaban un fenotipo de Thy 1.2+ Ly 1+2+ J.J+ lo 

que:sugiere que estas células funcionan como supresoras de segundo orden (120). 

¡{ Considcrancto el papel regulador de estas células es posible pensar 

que debido a cambios en los mecanismos de regulación, la enfciinedad puede -

progresar o inci'uso quedar compartamentalizada, como se ha observado en un 

caso de meningitis por llistoplas!!!i!_ sin diseminación, en el que se detecta­

ron células T supresoras hiperactivas en líquido cefalorraquídeo exclusiva­

mente (121). De ahí que las alteraciones en la respuesta de defensa celu-­

lar podrían deberse a múltiples fallas en los mecanismos de regulación, da 

das por células supresoras y quizá por los anticuerpos. Por otro lado, se 

sabe que 1J activación de la población supresora en forma especifica puede 

ser· promovida por la presencia de antígeno soluble o por complejos antíge­

no-anticuerpo. Aunque no se ha,Yi111 obtenido evidencias sobre la detección -­

de antígenos solubles circulantes de llistoplasma, es factible que esta vía 

de activación de una población supresora se desarrolle, ya que se ha esta­

blecido la asociación con complejos inmunes circulantes en la histoplasmo­

sis (122). Además, el hecho de que la supresión inmunológica pueda ser inei 

pecifica, induce a jnvest i gar la posibilidad de que algún producto del han-
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go tenga un efecto fnmunosupresor a semejanza de mfcroorgan1smos como el •• 

·i-rypanosorna, el Plasmodium y otros (123,124). 

Los estudios realizados con fines de identificar el compromiso de 

células linfocíticas,como las células asesinas naturales (NK) en el proce­

so infeccioso dado por el hongo!!· capsulatum en ratones bg/bg que son ani 

males que presentan un defecto fUndamentalmente en células NK y en macróf!!_ 

gos, demostraron que a pesar de que estos ratones resuelven mejor la infef_ 

ción histopl asmosa que los ratones atimicos nu/nu, son más susceptibles -

que los ratones normales (125). Shegematsu ~ !!.)_. sugieren que estas célu­

las juegan uri papel en la defensa contra la infección debido a que los e_§. 

plenocitos de ratones CBA/J fueron capaces de presentar un efecto citotóxJ. 

co i'l Y.!J.!:2. contra las levaduras de ltistoplasma, así como contra células • 

VllC-1 marcadas con Cr51 • Experimentos subsecuentes ut i1 izando ratones de-· 

11letados de células NK por tratamiento con suero anti-asialo GM1 mostrara~ 

que estos animales al ser infectados, desarrollaron una rápida diseminación 

del hongo (12ú). 
.., 

7 .4 Participación de anticuerpos. 

la participación de los anticuerpos como "moléculas reguladoras" no 

es novedosa, sobre todo en su acción sobre células B, ya que desde 1960 se 

conocía el fenómeno de inhibición de anticuerpos por un mecanismo de rctr.Q_ 

a11mcntaci6n (127, 128). 

Por otro lado, la información de la actividad de los anticuerpos· 

sobre la respuesta inmune celular ha sido más reciente, a través del est!!_ 

dio de anticuerpos anti-idiotipo de reacción cruzada, capaces de inhibir 

la respuesta cutánea a antígenos hapténicos como el p-azofenilarsenato -
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(12!1) y la fosforqcolina·. (130), Se ha visto también que en un sistema - -

acarreador~hapteno, el anticuerpo anti-hapteno de la subclase IgG2 es ca­

paz de suprimir la respuesta cutánea hacia "·1 acarreador globul ina gan1.1a.bQ 

vina (GGB) (131). 

En otras enfennedades intracelulares hay evidencias que apoyan el 

concepto de que los anticuerpos actúan sobre la respuesta celular. La rela­

ción de los titulas de anticuerpos con el pronóstico de la enfen11edad po­

drfa representar un importante argumento hacia el papel modulador de estas 

moléculas. Esta relación ha sido establecida en distintos padecimientos n¡i­

cóticos en especial en la histoplasmosis, coccidioidomicosis y blastomico-

sis (3, 4). 

En la histoplasmosis, observaciones .i!!. ill!:2. indican que la presen-­

cia de los anticuerpos anti-!!. ~sulatu111 inhiben el fcnóm~no de transfonu! 

ción linfocftica inducido por el antfgeno histoplasmina (132). Además, en -

un estudio de pacientes histoplasmosos, se plantea una interacción entreª!!! 

bas respuestas inmunes por un mecanismo de fluctuación, caracterizado por -

variaciones en la expresión de ambas respuestas inmunes en estos individuos, 

coincidiendo que en los periodos en que una respuesta es· baja, la otra au­

menta ·. en magnitud y viceversa ( 133). 

Taylor ~ !]_. obtuvieron resultados que sugieren que los anticuer-­

pos jueqan un papel "modulador en Ja expresión de la hipersensibilidad -

de tipo tardia en ratones sensibilizados con Histoplasma (1J:1) y regulan -

la expresión de la respuesta celular en animales infectados con el hongo -

(135). Por otra parte, se pudo comprobar que la transferencia pasiva de -­

anticuerpo anti-llistoplasma inhibe ..i!!. vivo la respuesta de defensa celular 
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(l'ig. 13), así como la expresión .de la- respuesta tardía en ratones infecta­

dos, participando en este efecto las lgG anti-Histoplasma (l'ig. 1'1) (136). 

El suero inmune inhibe el fenómeno de la transfonnación linfocitica 

inducida por el antígeno específico o por mitógenos en padecimientos como -

histoplasmosis, tuberculosis, lepra, coccidioidomicosis y paracoccidioidom.L 

cosis (79, 132, 137-142). Además, algunos trabajos muestran la influencia 

de otros factores séricos, no imnunoglobulinicos, sobre manifestaciones .:!!!. 
vitro de la respuesta .inmune mediada por células (143-146). 

Es posible- que los anticuerpos no actúen aisladamente, sino que su ' . 
efecto regulador e~'té dirigido por complejos antígeno-anticuerpo, ya que la 

presencia de éstos ha sido identificada y afecta la inmunidad celular en 

1 os procesos tumora 1 es, en 1 a hi stop! asmas is, tubercu 1 os is, 1 epra y cace i­

dioi domicos is (147, 122, 140-151). 

8. RELACION ENTRE EL MECANISMO DE REGULACION DE LA RESPUESTA INMUNE Y LA -

PATOGENIA DE LA HISTOPLASMOSIS. 

En la histoplasmosis, as! como en otros tipos de infecciones intra­

celulares, la patogenia y la inmunidad no se pueden considerar ternas separ! 

dos· dada la complejidad de la defensa del huésped y la naturáleza contro­

ver.tida del mecanismo de agresión del agente infeccioso, 

Considerando 'todo lo expuesto es posible proponer que en condicio­

nes <le in111unocompctll11ciu ,el aparato inrnunc es capaz uc resolver una infec­

ción por ltistoplasma mediante la el iurinación del honuo a través de sus cfeE_ 

tares celulares. Sin embargo, en los casos en que la infección provoca daño 

tisular severo y sostenido, el aparato inmune carece de eficiencia en la -
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eliminación del microorganismo y produce lesioni:s compatibles con las obse¡: 

vadas en la hiperactivación de la respuesta inmune celular (hipersensibili­

dad retardada). 

Frente a un sistema inmune sin alteraciones detectables y en prese!!. 

cia de um histoplasmosis severa, se debería pensar en la existencia de meca­

nismos que le permitan al hongo evadir los efectores inmunológicos, o sea, 

poca antigenicidad del microorganismo, recambio antigénico, enmascaramiento 

de determinantes antigénicos, resistencia a la lisis por digestión en fagocj_ 

tos y actividad antifagocitica, entre otros. Alternativamente, es importa!!. 

te considerar la existencia de mecanismos que permitan modificar los siste­

mas de regulación de la respuesta inmune. Existe la posibilidad de que la -­

falla en la eliminación del hongo provenga de una alteración en la regula-­

ción de la respuesta inmune, dando como consecuencia una incapacidad para 

resolver la infección. 

8.1. Posibles modelos de regulación de la respuestainmune en la histo~­
mosis. 

Para entender las alteraciones en la regulación, debemos resumir los 

conceptos actuales que se han postulado para mantener el equil ibrlo y por -­

tanto la eficiencia de la respuesta inmune. 

l. la interacción macrófago-llnfocito T.- la fagocjlosis del antí­

geno en la fase aferente de la respuesta inmune, así como su digestión post~ 

rior y cxpos1clón en la superficie de la 111c111hraria de los 111ilcróf11!JOS, 1:11 i1so-

elación con anti genos codificados por genes 1 igados al co111pl1ijo mayor de Id~ 

tocompatibilidad, permite la activación de los linfocitos T ayudadores (Ta)y 
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de los T efectores (Te) (152, 153). En cambio la activación de los linfoci­

tos T supresores (Ts) no siempre requiere la presentación del antfgeno por 

los macrófagos. Asimismo, la presencia de antígeno soluble estimula lapo­

blación T supresora (específica) con variaciones en la magnitud y/o calidad 

de la respuesta (154, 15~). 

2. Actividad de las células supresoras.- El balance entre las int~ 

racciones Ts-Te/linfocitos ll y Ta-Te/linfocitos ll, contribuye a mantener el 

equilibrio de la respuesta inmune. Una alteración en estos mecanismos desen_ 

cadena fenómenos autoinmunes por ausencia o falla en la supresión, así co1no 

por 1 a incapacidad de responder en forma adecuada (exceso de supresión). 

Por otro lado, se ha establecido que las células supresoras también influ­

yen en la producción prefere.ncial de .una ,deteriJlinada clase o subclase de 

inmuno~lobulinas, .ven la afinidad de la reacción con el antígeno, lo q~e 

incide lógicamente en la calidad de la respuesta (156, 157). 

3. El papel de los anticuerpos.- Estas moléculas pueden ejercer·un 

papel modulador básicamente por tres mecanismos: i .- a través de un proceso 

de inhibición de los 1 infocitos B por retroalimentación¡ proceso que aún -

está poco aclarado (127, 128). ii.- eliminando o enmascarando al antfgeno, 

lo que no pennite la activación o reactivación de las células efectoras o -

reguladoras (158, 159). iii.- a través de una interacción directa de los -

anticuerpos específicos con los receptores para el antígeno en los linfoci­

tos, de acuerdo con la hipótesis de 1 a red de Jerne por anti cuerpos anti-­

idioti po (160, 161). El anticuerpo anti-idiotipico que reacciona con deter­

minantes ubicados en el sitio activo de los anticuerpos (idiotipo), donde -

está el punto de combinación con un determinante del antígeno especifico -
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puede también reaccionar con los receptores de superficie para el antígeno, 

situados en 1 os 1 i nfoci tos que poseen determinantes análogos, de ahí que -

los anti-idiotipos pueden tener por lo tanto actividad antireceptora. Los 

complejos antígeno-anticuerpo son particularmente eficaces para inducir la 

.Producción de anticuerpos anti-idiotipico (162). Es.tos anticuerpos pueden 

reaccionar con los linfocitos O y T (163,164) y la clase y subclase de sus 

irnnunoglobulinas influye en el resultado- de la interacción¡ en algunos sii 

temas modelo el anticuerpo anti-idiotipo heterólogo JgGl activa los linfo­

citos B y la célula cooperadora T (164) mientras que se ha demostrado que 

el anticuerpo heterólogo IgG2 suprime las reacciones inmunológicas especi­

ficas (165). El anticuerpo anti-idiotipo puede inactivar las células T in 

vivo (166) y también se sabe que la reactividad del injerto frente al huéi 

ped (respuesta celular) disminuye específicamente en los animales activa-­

mente inmunizados para producir anticuerpos anti-idiotipicos (167,168). 

Los antecedentes citados apoyan la función reguladora de las mo­

léculas de anticuerpo, tanto por mecanismos que implican especificidad 

corno por mecanismos de reactividad cruzat.la. 

Oe acuerdo a lo anterior, se propone que la respuesta inmune en la 

histoplasmosis no es eficiente debido a fallas en algún sitio del sistema 

inmunológico, ya sean inducidas por el hongo sobre la regulación o promo-­

viendo un escape de los efectores. En la infección histoplasmosa se postula 

que en los casos donde se manifiesta la enfermedad, la interacción linfoci­

to T-macrófago está alterada y que ésta alteración se maní.fiesta en el huéi 

ped a través de la incapacidad de destruir al hongo (hiporreactividad inmu­

ne celular) o de promover la destrucción de sus tejidos por la violencia -
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de la respuesta inmunitaria, en donde el proceso de hipersensibilidad tardia 

(hiperreactividad inmune celular) es responsable en parte, de la destrucción 

de células y tejidos. Es to se apoya en el hecho de que se desconoce el meca­

nismo de patogenicidad caracteristico de!!.· capsulatu111, ya que en los proce­

sos de infección de 111acrófagos J.n. vitro donde hay sobrevivencia del hongo i.!!_ 

tracelulannente, no se ha podido identificar ningún componente especial del 

hongo comprometido con su poder agresor. Además, se sabe que los 111acrófa9os 

inmunes son capaces de Fagocitar más activamente los hongos y que éstos no 

son destruidos en su totalidad intracelulannente (33-36). 

Por lo expuesto, se proponen en este trabajo los siguientes mecani! 

mos 1101· los cuales los anticuerpos anti-[t~1las111!!_ estarfon inhibiendo la 

res¡mes'ta celular en la histoplasmosls: A) por cfllcto anti-idiotipo dando -­

reacción cruzada con idiotipos presentes en los linfocitos (Fig.16); B) A -

través de los sitios de reconocimiento para los receptores Fe (FcR) en super. 

flcies celulares (Fig.16). Con respecto al primer mecanismo se proponen tres 

alternativas,!) El anticuerpo fonnado contra el antígeno presenta reacción -

cruzada, actuando como anticuerpo anti-idiot i po a 1 reconocer los determinan­

tes idiotípicos presentes en los receptores del antígeno de los linfocitos T 

efectores de la respuesta celular. 2) El anticuerpo anti-Histoplasma indu­

ce la fonuación de anticuerpos anti-idiotipo, los cuales podrian reconocer -

los idiotipos del anticuerpo anti-IHstoplasma y determinantes similares - • 

presentes en los receptores celulares de células T efectoras. Colizzi et _tl. 

(169) encontraron en otro modelo intracelular que los anticuerpos auto-anti­

idiotipo producidos en la infección con OCG, inhiben la capacidad de transf_t 

rencia pasiva de la intradenuorreacción al antígeno especifico dada por las 
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células 1 nmunes donadoras, en ratones receptores normal es desafiados con PPD. 

lo que constituye un claro apoyo a este planteamiento; 3) Los anticuerpos 

anti-Histoplasma que dan reacción cruzada o bien los auto-anti-idiotipos for_ 

mados durante la infección, reconocen los determinantes idiotipicos de los r~ 

ceptores de las células T supresoras activándolas; éstas a su vez actúan so­

bre los 1 infocitos T efectores disminuyendo su función y por tanto la res- -

puesta celular es deficiente. Se ha encontrado que la intradermorreacc1ón de 

ratones BALO/e a un hapteno especifico (fosfori lcol ina) ,puede ser suprimida 

por la transferencia pasiva del anticuerpo anti-idiotipo T-15 (producido co!!. 

tra la fosforilcolina unida a la proteína de mieloma TE PC-15) o bien por -­

el anti-hapteno que expresa también el ldiotipo domini111tc T-15 (!JO). El -

suero antl-idlotl110 1nd11ce la actividad lle las células T supresoras cspccifi 

cas p~ra el iiliotipo, las cuales actúan suprimiendo tanto la fase inductora 

como la efectora de la intradermorreacción al hapteno.Sy et tl• (125, 170-

172) han estudiado el mecanismo por el cual los idiotipos regulan la función 

de las células Ten la hipersensibilidad retardada al hapteno p-azofenilars~ 

nato. Sus datos muestran que las dosis de anticuerpos anti-idiotipo que fu~ 

ron administradas después de la estimulaci6n antigénica inducen la formación 

de células T supresoras que inhiben la respuesta de hipersensibilidad tardfa. 

En este caso el sistema de supresión ldfotipica está 111ediado por células T -

·supresoras que pueden funcionar por la accl6n de un complejo inmune ldlotlpo-

' antl-ldiotlpo. Esos mismos autores (173) mostraron que las células T suprese. 

. ras de segundo orden, las cuales expresan receptores anti-idiotipo, son lnd!!_ 

cidas por células T supresoras con marcadores 1-J+, Ellos sugieren que estos 

·dos tipos de células T se estimulan mutuamente y que las células T de se9un-
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do orden pueden tener receptores anti-1diotipo capaces de unirse al idiotipo, 

Por tanto, la supresión idiotípica pued; ser directa o indirecta, en este C!!_ 

so por medio de células supresoras de segundo orden, dependiendo del estimu­

lo inicial. 

Otros investigadores (174, 175) han demostrado que la porci6n Fe de 

los anticuerpos anti-idiotipo es necesaria para suprimir la respuesta inmune, 

lo que sugiere que la supresión vía anti-idiotipo puede ser mediada por la ;,. 

interacción del anti-idiotipo con el receptor para el antígeno y con el re-­

ceptor Fe, o bien por el cruce de ambos receptores sobre la superficie del -

linfocito. 

Los posibles modelos de inlerferenciíl de los anticuerpos anti-llisto­

plasma en la respuesta celular donde participan los receptores fe presentan 

también diferentes opciones (Fig. 16): l) Que existan receptores en los lin. 

focitos y macrófagos supresores para la porción Fe del a11ticuerpo, la cual -

se uniría a estas células· promoviendo la supresión de los linfocitos T efeE_ 

tares¡ este modelo encuentra apoyo en el trabajo de Moretta ~ ~· (176). -

2) Otra posibilidad aunque más remota,es que los linfocitos T efectores actj_ 

vados, tuvieran rece¡itores para Fe aden1ás del receptor para el antígeno.,de 

ahí que al unirse el anticuerpo podrían enmascarar a los receptores para el 

antígeno, o bien provocar cambios lllL,nhranales en los l infoc;tos que evita- -

riun quu estas células llevaran a cabo la estimulación por el antígeno. Los 

complejos antígeno-anticuerpo son las fonnas Ideales para producir una"intrQ_ 

misión i1 icita"de los anticuerpos auto-anti-idiotipos, Se ha propuesto que -

es bajo esta forma que dichos anticuerpos interfieren con la acción de los -

linfocitos T; llayward ~ a_l_. (177) sugieren que la inmunosupresión encontrada 
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J.n vitre al poner en contacta linfocitos T y complejas irununes, r.s provacadil 

par la interacción de la porción fe de. las inmunaglabul inas presentes en las 

campl ejas inmunes con 1 os receptares Fe de 1 as 1 in fac itas supresores, desen­

cadenándose así el efecto supresor. Además, tanta las complejos inmunes que 

contienen lgG como los que contienen IgM pueden provocar que las células T 

in vitra adquieran actividad supresora (177). 

Por último, es pasible plantear en la histaplasmosis, que la concen­

tración del anticuerpo juega un papel importante en la acción y expresión de 

la respues'ta celular, según su relación con el antígeno (Tabla 6). 

Las investigaciones realizadas hasta el momento sobre el papel de -­

los anticuerpos en la respuesta celular han permitido plantear los modelos -

de acción anteriores, donde se asocian los anticuerpos con los mecanismos de 

regulación de la respuesta inmune celular. Reconocemos el hecho de que estos 

modelos son hipotéticos y aún presentan interrogantes que hay que resolver¡ 

algunos se apoyan en datos experimentales , sin embargo, faltan más conoci-­

mientos que permitan fUndamentar directamente estas hipótesis en el modelo -

de la infección por llistoplasma capsulatum. 

Con el interés de someter a la comprobación algunos de los plantea-­

mientas señalados en los modelos de regulación por anticuerpos, se sugieren 

a continuación los siguientes proyectos de investigación: 

1.- Obtención de anticuerpos anti-idiotipo (Anti-id) por la irnnuni­

zación de animales can anticuerpos monoclonales para !!· capsulat11111. 

2.- Determinación de la actividad de los anticuerpos anti-idiotipo 

obtenidos ,e11 la evolución del proceso infeccioso de animales infectados con 

el hongo. 
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3.- Caracterización de la interacción del anti-id y de anticuerpos -

anti-Histoplasnm con poblaciones celulares enriquecidas de células adheren-­

tes y linfocitos T; buscando identificar una función supresora como resultado 

de estas interacciones, en un sistema especifico y en sistemas no relaciona-­

dos. 

4.- Observación del papel de los fragmentos Fe de los anticuerpos ª!!. 

teriorm~nte citados en la respuesta de los animales a la infección histoplas­

mosa, desarrollada post-inmunización con anticuerpos anti-id o anti-liistoplas­

!lli!. con o sin la porción Fe. 

Estos planteamientos representan algunas du las perspectivas futuras 

de investigación para dar continuidad a esta línea de trabajo experimental. 
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9. COMENTARIOS. 

Toda la infonnación presentada permite elucubrar sobre los factores 

que intervienen en las alteraciones de la respuesta inmune celular en la -

hi stop 1 asn1os is. Se seña 1 an a 1 gunas consideraciones: 

1.- La persistencia del antígeno en el huésped puede ser un factor 

de sobreestimulación de la respuesta inmune celular que favorezca una acti­

vación capaz de superar la barrera de ayuda o beneficio (hiperreactividad 

inmune celular). 

2.- La existencia de defectos en los diferentes mecanismos de reg!!_ 

lación de la respuesta inmune, en especial de la respuesta mediada por cél!!_ 

las, favorece la implantación de la infección, Estos defectos pueden ser -­

causados por una posible hiperactivación de células T supresoras que deter_ 

mine una relación desfavorable en la defensa de la respuesta celular, por 

la vla de una interaccj6n T supresora-T efectora (Ts-Te) (hiporreactividad 

celular)¡ alternativamente se postula que los anticuerpos anti-idiotipo -­

formados durante la infección o los complejos Ag-Ac ó bien el anticuerpo -

anti-llistoplasma por cruce inmune dando actividad de anti-idiotipo, pueden 

actuar inhibiendo directamente a la célula T efectora de la respuesta cel!!_ 

lar o estimulando las células supresoras, que a su vez actúen sobre las T 

efectoras. 

Es evidente que aún quedan 1:1Uchos puntos por aclarar acerca de la_ 

fenomenología inmune en este modelo infeccioso. Nuestro interés sobre los 

aspectos de regulación inmune se debe a que creemos que en este tipo. de 

infecciones las acciones de nivelación de una respuesta celular adecuada 

se ejercen a través de un mecanismo modulador, que evita posibles daños al 

huésped. 
- 39 -



! . 
1 .. 

1 

10. SUMM~RV. 

nccause of its characteristic intracellular parasitosis, its affinity 

for tite phagocytic mononuclear system and the resulting typical granulomatous 

lesions, the histoplasmal infection constitutes a good model for the study of 

the cel1-mediated inmune mechanism. 

In this study, the role of the in1nune response in histoplasmosis 

through the T lymphocyte-macrophage interaction, both in human and animal 

models is revised. Furthemore, the basic knowledge concerning humoral response 

and the possible mechanisms for inmune regulation in this disease have been 

establ ished. Finally a theoretic model concerning the regulation of the cell 

mediated response by antibody, reaffirming the relationship bctween inununity 

and pathogcnes is in thís infectious process is prescnted. 



JI. BJBLIOGRAFIA. 

1.- Velasco C O, González Ochoa A. Primary pulmonary epidemic histoplasmosis 
in an abandoned mine. Mykosen, 1977; 20: 393-9. 

2.- Velasco C O. Aspectos epidemiológicos de la histoplas1nosis en México.NetJnol 
Cir. Tórax. Mcx.1985, En prensa. 

3.- Rippon W J. Histoplasmosis. In: Medica] mycology. Jst ed. Philadelphia: 
W.B. Saunders, 1974; 321-47. 

4.- Emmons C W, Binford C 11, Utz J P, Kwong-Chung K J. llistoplasmosis. ln:Me­
dical mycology. 3rd ed. Philadelphia: Lea & febiger 1977; 305-41. 

5.- Murray P J S, Sladden R A. Disseminated histoplasmosis following long 
term steroid therapy for reticulosarcoma. Br Med J 1965;~: 631-2. 

6.- Kauffman C A, Israel K S, Smith J W, White A C, Schwarz J, Brooks G f. 
ltistoplasmosis in in1nunosuppresscd patients. Am J Med 1978; §1.:923-32. 

7.- Park R K, Oltz R W, Carey T B. Unusual cutaneous infections associated 
with inununosuppressive therapy. Arch Denn 1967; 2i 345-50. 

8.- Cox f, llughes 14 T. Disseminated histoplasmosis and chlldhood leukemia. 
Canccr 1974; ~ 1127-33. 

9.- Ende N, Pizzolato P, Ziskind J. llodgkin's disease associated with histo­
plasmosis. Cancer 1952;Z.: 763. 

10.- Nelson NA, Goodman H L, Oster 11 L. The association of histoplasmosis and 
lymphoma. Amer J Med Sci 1957; 233: 56. 

ll.- Biggar W O, Meuwissen 11 T, Good R A. Successful defense against llisto­
plasma capsulatum in hypoganunaglobulinemia. Arch lntern Med 1971;~8:!85-7. 

12.- Chaparas SO, Sheagrcn J N, De Meo A, llcdrick S. Corrclation nf h11111an -
skin reactivity with lymphocyte transfonnation illducud hy 111ymh11ctcrl~l 
antigens and histoplasmin. Am Rev Rcspir Dis 1970;.!.Q!: 67-73. 

13.- Alford R 11, Goodwin R A. Variation in lymphocyte reactivity to histoplasmin 
during the course of chronic pulmonary histoplasmosis. Am Rev Respir Dis 
1973; .!Q!!: 85-92. 

14;- Meredith TA, Smith RE, Braley R E, Witkowsks JA, Kaethe S M.The preva­
lence of HLA-07 in presumed ocular histoplasmosis in patients with 
peripheral atrophic scars. Am J Ophthalmology 1978; 86:325-8. 

15. - . Voumans G P. flistoplasmosi s, coccidioidomycosis, blastomycos is. ln:Youmans 
G P, Paterson P Y, Son1uers H M, eds. The biologic and clinical basis of 
infectious diseases. 2nd ed. Philadelphia: W B Saunders, 1980: 404-27. 

- 41 -



16,- Olck G. llistoplasmosis. ln: Oick G ,ed. Aspects of infectious diseases. 
England H T Prcss Limitcd. lntcrnational Medica! Pu. 1979; 41-5. 

17.- Stobo JO, Paul S, Van Scoy r. E, llcrmans PE. Suppressor thymus-derived 
ly111phocyles in fungal infcclion. J Clin lnvest 1976¡ §2.: 319-20. 

18.- Stobo J O. lmmunosuppression in 111an: supprcssion by macrophages can be 
mcdiated by interaclions with rcgulalory T lymphocytcs. J l111munol 1977; 
119: 918-24. 

19.- Adamson O M , Gozad G C . Effuct of anti-lymphocyte serum un animals 
cxperimentally infected with llis1:Qjllasma ca.f!.!!ulatum ar f¡]ptocuccus 
ncofor~. J Oacteriol 19ó'!l;.!QQTT27'l:O. ---

20. - Ocrry C L. Modification of the host response In experimental histoplasmo­
sis, J Pathol 1969; 2Z.= 653-64. 

21.- Cazad G C, Lindsey T J. Effect of cyclophospha111ide 011 !listoplasma E_~­
.}lltum infections in mice. lnfect lmmun 1974. _!!: 261-5. 

22,- Shanna O, Chaudhary S., Ourt ~JE, Tm1ari R ll. Characterlslics of tlelayed 
hipersensivity and macrophage migration inhihilor foctur in miw in~nunized 
wilh rihosomcs or live yuast cclls of llistopli1s111a capsulalu111. In: Kuttin 
E S, llaum r. L , eds. lluman ami animal i1iyciilogy!'jiroculiil\ii¡]s·ar the 7th 
Congress of 1511/\M, Jerur .. 1len, Israel, l!arch 11-16, 1979. tlcw York: Elsc­
viur/llorth llolland, 1960; 69-92, 

23.- Teuari H I', Sharma O, Solotorvsk.v 11, Lafe111ina R, Ualint ,J, Adoptive 
transfer of in1nunity from mice i1m:11nizcd with 1·lbosomcs of live yeast ccl ls 

of llistoplasma capsulatum. lnfect ln1nun 1977; li: 765-J~. 

24.- Tcwari R P, Sharma O K, llathur /\. Significance of thymusdcrived lymphocy­
tes on ir1nunity el ici ted by ililnunization uith ribosomes or 1 ive .~·cast 
cclls of llistoplasma f.i!P.Sulatum. J lnfcct llls 1978; 138: 605-13. 

25.- Will iams ll M, Grayhill J H, Orutz O J. llislopla~ma ca~ulatum infcction 
in nude n1icc. lnfcct ln1nun 1970; n_: 973:7,--- -- ---·-

26,- Wlll1ams ll M, Graybill J R, Orutz ll J. /\do¡itivc lrilnsfur of hrnmrnlty lo 
ilistoplasma f.~1!1.!!latum in athy1nic nude micc. Sabouraudia 1901; J2.: 39-4U. 

27.- Burt W R, Sm1th R A. Studies on experimental murine histoplas111osls: host 
protection and ccllular inununity. Can J Microblol 1983; ~_!!: 102-7. 

28.- Von Oehren L /\, Chaudhary 5, Khardoni N, Rabinovich S, Shu M O, Tewari R P. 
Effcct of silica on the susccptibll ity of mico to experimental histoplas111osis 
RES: J Reticulocntothcl Soc 1963; 21_: 99-111. 

29.- tloward O H. lntraccllular behavior of llistoplas111.1 cansulatum. J. 6actcriol 
1964; QZ_: 33-38. . - -""---

- 42 -



30.- Howard O 11. Intracellular growth of llistoplasma cap~ulatum. J Bactcriol 
1965; ~ 510-23. 

31.- lloward O H. Effcct of tempcraturc on Lhe intracellular growth of llisto-
I!l~ capsulatum. J Bacteriol 1967; 2l!_ 438-44. ---

32.- Hill G 11, Marcus S. Study of ccllular mcchanims in resistance to 
systcmic liistoplasma capsulatum infcction. J l11111unol 1960; º2_: 6-13. 

33. - lloward O H, Otto V, r.upta H K. lymphocyte- me<liated cellular in111unity 
in histoplasmosis. lníect ln1nun 1971; ±.!_ 605-10. 

34.- lloward O 11. Further sludies on Lhe inhibition of llistoplasma caPAul~tum 
within macrophages from immunize<l animals. lnfecl--In111un 1973; __.!_ i17-Bl. 

35.- lloward O 11. Experiments on lymphocyte mediated cellular i11111unity in murine 
histoplasmosis. Infect l111nun 1977; .!.§.: 226-31. 

36.- Wu-Hsich B, lloward O 11. lnhibilion of grm~th of llist~asma <:_aJlsulatum by 
lymphokine stimulatcd macropha\¡es. J Immunol 198Q; .!2._"2:'2593~-.--

37.- \111-llsit>\1 B, llotnik A, How<1rd O 11. T-ccll hybridoma-1ll'oduccd lymphnkino that 
aclivates macrophd9es to s11ppress 111Lraccll11lar growlh of lllsto¡1las111a 
f!!ll~~l~!!!!!'· Infcct 11111111111 rnl4; ,'.ll: 3110- 5. ----.--

38.- Hm·iar<l O 11 ami Wu-llsleh U. Gm1111<1 i11L1>rferon .1cttv.1lc<l intraccllular inhi­
hition of Histoplasma f!!JlS11l~.L11'!l· Ahst1·acls 9lh. lntcrnational Con\¡ress lSHAM 
May.19-29, Atlanta, Giorgia USA. 19115; 55-5. 
Giorgia U. S.A. 

39.- Sánchez S !l O , Carbonell L M. ln111unological studies in llistoplasma 
capsulat!!!!). lnfect lnunun 1975; !.!.: 387-94. 

40.- llouard ll 11. Fate of llistoplasma caesulatum in guinea pig polimorphonuclear 
11,nkocytes. lnfect 1nunun "l!l7:í;-Q;_-UZ:T9. 

41.- lloward ll H. The role of phagocytic mechanims in dcfensc against lllsto~na 
c~¡1sul!1!:!1!~. In: Mycosis Scientiftc Puhlicdtlons No. 304. Pan AniérTéün -
ílcalihOrganlzation, Uashin!¡ton, D.C. 1975; 50-9. 

42.- Howard O 11. Comparativc sensilivity of Histopl~~ f!lpsula!!!!I!. conidiospores 
and blastospores to oxidative antlfungaísystems. lnfcct ln111un 1901; 32: 
301-7. 

43.- Howard O 11, Oabrowa N. Antifungal systt,ns derived from phagocytic cells.ln: 
Baxtcr M, cd. ll~man ~nd animal mvcology: procee~i119s of the Oth Congrcss of 
15111\M,Massey Unwers1ty, Pal111crston llnrlh, New Zealand. 191!2; 02-7. 

- 43 -



44.- Kamaya T. Lytic action of lysozyme on Candida albicans. Mycopathol Mycol 
Appl 1970¡ g: 197-207. ------

45.- Collins M, Pappagianis D. Effect of lysozyme and chitinase on the spherules 
of Coccidioides _1!nmilli J.!!. vitro. lnfect l11~1un 1973; ]_: 017-22. 

46.- Howard D 11, Otto V. Protein synthesis by phagocytizcd yeast cclls of 
llistoe.l!!~ capsulalum. Sa!Jouraudia 1969; ]_ : IBG-90. 

47.- Peterson E M, Calderone R A . lnhibition of spccific aminoacid uptake in 
C. albicans by lysosomal cxtracts from rabbit alveolar 11111crophagcs. lnfect 
li11nüi11!l/!f¡ ?.1_: 506-13. 

40.- Grenson M. Multiplicity of thc aminoacid permcascs in ~c!rnrom ~es ccrevisiae 
11. Evidence far a spccific lysine-transport ing systcm. lí1oc 1e111 iiTophys 
Acta 1966; 1270: 339-45. 

49.- Grenson M, llou c, Crabcel M. Multiplicity of the aminoacid penneases in 
SacharrnnJICCS ccrevisiac IV. Evidence far a general aminoacid ¡iennease. J 
lfiiC1:eríol-l 97ñ; I03:-T70- 7. 

50.- Calderone R A, Petcrson E M. lnhibition of amino acid uptakc and incor¡1oration 
int~ l[j~J!!i!.l.~UL~ fªl~!!.li!!!!!!! by lysosomal extract f1·0111 rabbit alveolar 
macro¡itiages. J neticuloendothelial Soc 1979; 26: 11-9. 

'51.- Kimberlin C L, llariri AR, llempcl 11 O, Goodman N L. lnteractions betwcen 
llistor.lasma caphulatum and macrophages from nonnal .rnd trcated micc: 
ciíiñjiariSonort e mycelial and yeast pilases in alveolar and peritoneal macro­
phages. lnfect lnvnun 1901; 11_: 6-10. 

52.- Taylor M [. Rico Gal indo B, Bcnitez M T, Diaz Sánchez G, Castro A M, Po lito 
Alarcon G, Toriello C. lnfecci6n in vitro de Histoplasma capsul atum en macro­
fagos peritoneales de ratón. Bol -S"ocftex Mlcl9B;i;·11:-J27:-<Tr.-

53.- Diaz Sánchez G, Castro A M, Rico Gal indo B, Reyes Montes M R, Torlcllo C, Tay­
lor M L. Fagocitosis de Histoelasma ~sulatum. 1 Conqreso Nacional de Micolo­
gia. 26-30 octubre, Xalaptt, Ver-:-Tifíi2¡¡;r--

54.- Castro A M, Benftez M T, llico Galindo O, Toriello C, Taylor M L. Se\1t1i111iento 
de la fa~ocitosis in vitro de llis~lasma cvpculatum en macrófagos peritoned 
les de ratón por mlc1·oscopia eíeCtróñícaxT ongriiSo Nacional de Microbiolo:: 
gla. 24-20 abril 1903. Chihuahua, Chih.19ti3;38. 

55.- Taylor M L, Poli to Alarcón G, Castro A M, Espinosa ME, Casusola J, .Goodsaid 
F, Estudio de la fagocitosis de H. S!!Jisulatum con macrófagos peritoneales de 
ratón utilizando técnicas de fluoresceñcía-:--V Congreso Nacional de lmnunolo­
gia. 9-12 octubre 1903; México, O.f. 1983;66 

56.- Castro A M, Benítez M T, Palito Alarcón G, Es¡iinosa Schoelly ME, Toriello C, 
Ta~lor M L. Fagocitosis d~ !!j_~t~~lasma !:!!~u1atum: ~studio l!~ vi!~· 11 Reu­
nion de Alumnos de Maestr1a y Doctoraifo en ll10111eaicrna . 27 - 2ll octubre.1983 
Palacio de la Antigua Escuela ele Medicina, México, D.F. 1983; 16 

- 44 -



57.- Orown CA, Oraper P, O'Arcy-llarl P. Mycobacteria and lysosomcs: a parado~. 
tlature 1969; 221: 658-60. 

50.- Goren M O, D'Arcy-llart P, Voung M R, lunstrong J A. Prevention o f phagosornc­
lysosome fusion in cullured macrophages by sulfatides of Mycohactcriu!!!_ tuber­
culosis. Pathology 1976; ll: 2510-14. 

59.-. Friis.R R. lnlcractions of L c~lls and !!!!r.d~l}'di11_ J!Sj_ttílci_: entry of lile 
paras1te and hosl response to 1ls dcvelopmcnt. J l!a.:-teriol 1972; 111: 706-
10. ~ 

60.- Ocaman L, liolmber9 C A. !11 vitro response of alveoldr macrophages to infec­
tion 1·1ith Coccidioidcs .!JiVíiit1s. lnfect l11111un 1980; 28: 594-600. 

61.- Oavis Scibienski C, Bea111a11 O L. lnteraction of alveolar macrophages with 
tlocardia ast_croides_: imm1111olo9ical enhanccment of phagocytosis, phagosome­
)ysosome fusion and microliicidal activity. lnfect 111~1un 1980; JO: 578-37. 

62.- Jones T C, Hirsch J G. T11e intcraction bctwcen Toxoplasma 9ondii and 
mamnalian cells. TI. Thc abscncc of lysosornal fus1on wffli phagocytic vacuoles 
containing living parJsites. J Exp Med 1972; 136: 1173-94. 

63.- Ou11111011L 11, Uolrnrl /\, El!!clron microsCOfllc sl11dy of pli.u1ocytosis of llistoplasma 
capsula l11111 by hm11s ter pori tonca 1 111.1cropt1o19cs. Labor,llory 1 nvcs l l 970;-n:--
27!J:ilG~-- -

64.- Espinosü Schoelly ME, Castro A M, Benilez M T,Polito Alarcon G, Goodsaid F, 
Toriello C, Taylor M L. Estudio de la relación macrófügo !l~st~plaj!!!.ª ca~ 
latum in vitro. VI Congreso Ccntroamoricano y 11 ac10na deM1cro-
liTcilo9'iii:1l-9diciembre 1983, Guatemala CA, 1903; C-17. 

65.- Espinúsa Schoclly ME, Gooclsaid F, !turbe Ramirez H, Taylor M L. Fagocitosis 
de llisloplas~ ~psulatum: Detección de fusión fagosoma-lisosoma.VI Congreso 
Nacional de Inmunología. G-9 octubre 1905. México, D.f. 1185; 060; 

66.- Von Oehren l A, Rabinovich S, Tewarl ll P. Evaluatim of phagosome-l!'SOsone 
fusion in 111ousc perilooeal macrophages after oxposurc to yeast cells of 
Histopla~111 •• cd~ulatum. /\hstract 9th lnternational Congress of lSHAM, mdy 19-24 
i\f'ldrita Gforiih ,üsl\.1905, ino-4. 

67 .-

68.-

natnoff E D, Puflple ,¡ M a11d llinkelslein J /\. Activation of the altcrnative 
.coruplement pathway by !iistop}_:lsrua ~psulatum . lnfect Im111un 19110; 30:147.-9. 

Uico Galindo 8, GoodsaÍd F, Casasola J, laylor M L. Paflel <le las protelnas 
membranales de 111acrófa9os en el proceso fa9ocilico de_tL~~ma c:_a_p~_laturn 
VI Congreso Nacional de Inmunología. 6-9 oct. 1985, tlex1co,ll-.l':-191l!);O!l3."" 

- 45 -



~ 

69.- Hermans P E, Markowitz 11. Serum antibody activity in patients with 
histoplasmosis a~ measured by passive hemagglutination. J Lab Cl in Med 
1969; Z.1.!_ 453-63. 

70.- . Chandler 11 Jr., Smith T K, Newberry W M Jr., Chin T O V, Kirkpatrick 11. 
lnununology of the mycoses. 11. Characterization of the invnunoglobul in and 
antibody responses in histoplasmosis. J lnfect Dis 1969; !l2_: 247-54. 

71.-

72 ... 

n.-

74. -

75. -

76.-

77 .-

70. -

7~. -

Baum G L, Daniel T M, Rice E 11. l11ununoglobul in characterization of compl~ 
menl fixing antibodies in histoplasmosis infection. Chest 1973; 64: 16-21. 

Taylor M L, Oojalil L F. Inmunología de la histoplasmosis: aislamiento de 
un complejo polisacárido-proteína con actividad inmuno-especifica a partir 
de !:!J~oplasma E!!Jisulatum. Arch lnvcst Med 1977 '; ª-'. 91-102. 

Taylor M L, Reyes Montes M R, Lachica A, Eslava Campos C,Olvera J, Max1füll R. 
lmmunology of hisloplasmosis, llumoral and cel Ju lar activity from a polysa­
cha ride-pro tei n compl ex and i ts d<'proteü1 i zecl fraclion in exper imcn La lly 
inv111mizcd mice. Mycopathologia 191lO;D_: 159-66. 

l!iJycs Montes M R, Martinez A, Toricllu C, Taylo1· M L: Antic¡cns fro111 llfslo-
1']!1~11~1 illlll B 1!!.~_L!J!"Y.C!JS_ ~!!!_~l~!.t_l l !!lj_s,. l. !111111111101 ou icil l COlllflíl ril llvc s Lii1l'ii!S' 
fr·o111 polycch~r11le-prolc1n complcxcs oí IJOlh íungi. Mycopalhologia 1911?.; 
?J!.: 11-23. 

Toriello C, Rosas J l., Martinez A, Reyes Montes M 1!, Ldtgé JO, Taylor M L. 
Oioche111ical studies of polysaccharide protein antic¡cns from fungi causina 
systemic 111ycosis. In: Baxter M,ed. Hunwn and animal mycology: proceeclings 
of the Bth Congress of lSHAM. Massey Univers ity, Pdl111erslon North, New 
Zea l and. 1982; 220-4, 
Becerril M, Acos ta G, Casase la J, Rebora Guti érrez F, lliaz Gó111ez M L, Ve 1 as 
co Caslrcjon O, Taylor M l., Tóriello C. lnvestiqación de la respuesta fnmuñe 
a antígenos fúnqicos en pacientes de un hospital dr. enfermedades respira--
torias. Rev Mex Mic 1985; !;_211-26. 

McKelvey E M, Fahey J l. , lnununoglobulin changos in dlseasc. Quantftatfon 
on the bdsis of heavy polypeptide chafns lgG ( J- G), lgA ( yA)and lgM(t• M)and 

Oflight polypeptide chains, type K ( 1) and type (ll). J Clin Invest J%5¡ 
11.: 1778-87' 

lialter JE. Significance of antibodies in chronic hlstoplas111os\s by 11111111110-
elcctrophoretic and complcmcnt flxation test. Am llcv llcspir Ois 1969¡21!_: 
50-8. 

Cox R A. ln1111unolo(¡ic st11dfcs of putients with hisloplas111osis. A111 Hev Hespir 
Ofs 1979¡ gQ.'._ 143-9. 

OO.- Cox R A, IJouglas A R. lmmunoglobulin E in histoplasmosis.lnfect l111111un 1900, 
_?1: 290-J' 

- 46 -



81.- Grappel S f, Calderone R A. Effect of antibodies on t he respiration and 
morphology of Candida albicans. Sabouraudia 1976; }i: 51-60. 

B~.- Sutcliffe ·M C, Savage AS, Alford R 11. Transfcrrin- dcp1mdent grmilh 
inhibition of ycast-phase llis~lasma ~11lat11m by human scrum and lymph. 
J lnfect Dis 1900; 142:··2¡rg:rn-. - ---

BJ •• llughcs W T, Smith J S, llikim M. Supprcssion of the histoplasmin reaction 
with measles and smallpox vaccincs. /\m J. Dis Child 1968; !.!Q.: 402-6 

84.- llrtz R P, 8ullock W E. In111unorcuulatory responses in experimental disscmi­
nated histoµlasmosis: lymphoid organ histopathology and scrolugical studics. 
lnfect lmmun 1979; Q: 004-92. 

85.- Artz R P, 8ullock W E. In111unoregulatory responses in experimental disseminated 
histoplasruosls: Oepressiorr of T-cell dependent and T-effcctor responses by 
activation of splenic suppressor cells. lnfecl Iuvnun 1979; Q:093-902. 

86.- Tmiari R P, Khardori N, McConnachic P, VonUchrcn L A, Vamada T. Blastogcnic 
responses of lyo1phocytes from mice i11111unized by sublelhal infection with 
yeast cells of !.!j;;!!?.r.lasma ~psulatu!~· lnfcct I11u1111n 1902; ~~¿. 1013- 8. 

U7,- Nlckerson D, Fairclou!Jh I'; I111111111c rcspunsivcness folluwing i11t.rJLr.1ctrn<1I i11oc11-
j~~~~~.wllh ~nl~E'!'. ~l!;;!liª!!'E! ycast cr.lls. Clin Exp !111111111101 1904;~.f!.!. 

88,- Scliacfer J, Saslaw S. So111e factors affecting rcsistancc of mice to expcrimcn 
tal histoplasmosis. Proc Soc Exp Biol Med 1954; Q§.: 223-5. -

89.- Saslaw S, Schaefer J. Rclation of sex and ,1ge to rcsistancc of micc to expe­
rimental Histoplasma infections , Proc Soc Exp Biol Med 1955; ~: 400-2. 

90.- Salvin S D. I11u11unization of mice against llisloplasma capsulaturn. J lnvuunol 
1953; lQ!. 267-70. - --

91.- Salvin S B. Resistance to reinfection in experimental hlstoplasmosis. J l1ranu­
nol 1955; z.t. 214-21. 

92.- Salvin S B. Further studics on inununization of mice agaiost llistoplasma capsu-
1 atum. /\m J llyg 1955; fu 72-01. 

93.- Salvin S B. 1lcsist<10ce of anima Is and mao to histoplasmosis. In: Svieany 11 C, 
ed. Histoplasmosls. Charles D. Thomas Springfield, llllnois. 1960¡ 99-112. 

94.- Olson L, Cl~esson M 11. Sludles on subpopulations of theta bearin!J ly111phoid 
cells. N.1ture Nmi Oiol 197J; 244: 50-1 

95._ Barthold OH, Kysela S, Steinuerg /\O. Decline in suppressur T cell Í'tmctlo11 
1·1ith age in fema le NZO mi ce. ,¡ l11111111nol 1974; ll2: Y-16. 

96.- Urer.ntH1 P c. lJ01os!m·1 ~ N. Age as~ociatPd dP.cline in theta antinens on 
spleerHhymus-deriveu lymphocytes of B6CF mice. Cell lnununol Í975; 1.!?.:.. 51-6. 

- •17 -



l 

97, - Segre M, Segre D. Humora 1 i1~11uni ty í n agcd mice. l. Age-re 1 ated dec 1 inc 
in thc secondary response to DNP of splccn cells propagatcd in diffusion 
chambers. J lmmunol 1976; fil: 731-4. 

90. - Scgre O, Seg re M. Humara 1 ininuni ty in ~¡¡ed mlce, I l. I ncreased suppressor 
T cell activity in inununologicall» <!cfic'!ent old mice. J lmmunol 1976;U.6: 
7Js .. a. 

99.· Makinotlan l, Alb1•i9ht J W, Goocl P I, Pctcr C P, lluidrick M L. ltcduccd 
humoral in11U11u11<1 activlly in lm19-livctl old micc: <111 <1pproilch to clucidaLl119 
its mccl1i111i~1115. I11m11rnolo~y 1971i; .'.l.!.! 90:i-ll. 

'100.- Skowron-Ct:111lrlak A, l'lak W. Suppresslon of local !lrilft-versus hosl reilcllons 
by mousc fl!L,11 ami nct1lior11 splccn cclls. Eur J l11u111mol 197fi; ~.!. 451-?.. 

> 101.- Kro~srud 11 L, Pcrkl.lls E 11. Aue-relatcd chanacs in l-c<:ll funcLlon. J ln•nunol 
·- 1977; ]J~: 1601-11. 

102.- Mo~lnr ll E, Mathiason ll ,J, Ci111111iicll P S. Ly phcuotypu and 1111ichanls111 of action 
of 1110111e nuonatal supprcssor T cclls. J Exp Mml 1977; ~ 56-73. 

IOJ,. Argyris O f. Suppressor act1vily in thc SJll<!en of neonatal mlce. Cell l11u11u11ol 

104.-

105. -

106. -

1970; ~: 354-62. 

Myrgita R A, Goidl E A, Kontiainen S, Bcverley Pe l, Wlgzell 11. Ad11lt murine 
T cells activated in vitro by o(-fotoprotein and natu1·ally occuring T cells 
in ne1<born mice: ldenl:Tt}t"Jn fUnctlon and cell surfacc differcntiatlon anti­
gcns.Proc llat Acad Sci 1978; 75: 2997-2904. 

CalJ,,,-d n E. lnu111111e funclion in aged mice. III. Role of macrophages and 
cffecl of 2-mercaptoethanol in the response of s¡ileen cells fl-0111 old mice 
to phytohcma¡¡glutinín, lipo11olysaccharide and allongcneic cclls. Eur J l111111unol 
197íl; !!.!. 697-705. 

j11· 
\ 

~ 107.-

Rodríguez G, Andcrson G, llig2el l 11, Pcck A O. Non-T-cell nature of the natura­
lly occurring splccn-associatcd suppressor cells present in the newborn mouse. 
Eur J lnnnunol 1979; 2_;_ 737-46. 

Taylor M L, Reyes Montes M R, González GR, Casasola J, llernández Hamire2 A. 
lnm1une response chan9es tli th age and sex as factors of variation in the res ls­
tdnce of HistQ1!lª~".fil infect1on. ln:Baxter M ,ed .• llwnan and animal 111ycolo!1Y: 

.~ 
JOS.-

'• 

1119.-

Proceedings Bth Congress of lSHAM. Masscy University, Palmerston North, New 
Zealand, 1982; 260-204, 

Reyes Montes M íl, Casasola J, Elizondo 11 E, Taylo1· 11 L, Relatlonshlp hct1·1een 
age and cellular suppressive actívity in resistance to llistoplasma capsulatum 
infection. Sabouraudia J ftco Vet Mycol 19H5; g;_ 351-60, 

·Kenny F G, Gray A J. Sex dífferences in in1nunological response studies of 
antibody production by individual spleen cells after stimulus with Escherichia 
E!!l!. antigen. Pediat Rev 1971; i!_ 246-55. ----

• 4U -



110.- Eidinger D, Garret T J. Studics in the regulatory effects of sex hormones 
on antibody foni1at1on and stem-cell differcntiation. J Exp Med 1972; ~: 
109B-1116. 

111.- Kittas e, llcnry,L. Effect of sex honnones on the response of mi cu ·to in­
fection 1i1th Toxoplasma gondii • Or J Exp Path 19BO; §.!_: 590-600. 

112.- Kotani M, Nawa V, Fujii 11. Inhihition by tcsloslcronc of i11u1111110 re<1ctlvlty 
ami of ly111¡1hoid re!1encrilt Ion in 1rradi11lcd illl<I 111a1·row 1·cconstil11lcd mico. 
Expertentla 1974; 1Q: 1343-G. 

113. - llohson [ L, Kelly L S. The combtned sl1111uli1llon ur lhe 1·ot lculoellllolhul tal 
systcm hy cslradiol an<I cxotoxin.J llcliculocnduth Soc 1973;}1: lil. 

114.- Noble 11 C, Mlligluy G. Scalp carria!JC or l'_I~yn1~1!?.!:11111 spccics:lhu uffl!ct of 
¡1hys iologica 1 ma turily, sex ami race. s,1IH111ra11drn 1970; !.Q_: 229-32. 

115.- M11ch111orc 11 G, Scotl EN, Fullon F G, Fromllln9 11 A. S11x diffcrcncus in llm 
virulcnce of !;_. UQQfQ!1!!Q!l~. ror adult mice. l11:1J,1xtcr M, cd. lhm1ao and 
animal mycology: 11rocecdin9s Bll1 COO!Jl'CSS oí ISllAM. Masscy Uoivcrsity -
l'almcrston North, llcw Zcaland 19112; 1&2-5. 

116.- Drutz O J, lluppert M, Sun S 11, Mcgutrc W L. ll11111an sex hormones sttmulate 
the 9ro1ith and maduration of Coccidtoides inunitis. Infcct ln111un 19Bl; 
R: 897-907. --

ll7. - Nickcrsoo O A, llavens R A, Bullock HE. !11Ununoregulation in dlsseminatcd 
histoplasmosis: charactcrizatioo of splcnlc supprcssor ccll populations. 
Cell Immunol 1901 ¡ §Q: 287-97. 

116.- Watson S íl, Bul lock W E. ln111unorcgulation in disscminaled hisloplasmosls: 
cttaractcrization of the surfacc phe11oty¡1e of splcnic supp1·essor T lympho­
cytes. lofect lmmun 1962¡ !!.:_ 940-5. 

119.- Deepe Jr G S, Kravitz G R, Oullock W E. Phannacological modulation of -
supprcssor cell activily in mice with disscminated histoplasmosts. lnfcct 
Innuun 1983; 11_: 114-20. 

120.- Oeepe Jr G S, Watson S R, Bullock W E. Ccllular origins and target cell 
of immunoregulatory ractors in micc with disscminatcd histoplasmosis. J 
lnuuunol 1904¡ !R: 2064-71. 

121.- Couch J R, Abdow N 1, Sagawa A. llisto.r_lasma meningitis wlth hyperactive 
suppressor T ce 11 s in ccrebrospinii'ífT ufil:-Rcuro logy 1978 ¡ ~: 119-23 

122.- Oullock W E, Artz íl P, Ohathena O and Tung K S K • llistoplasmosis: 
Association with circulating in1mme complexes, eosinophil Ja and 111esan91o­
phatic glomerulonefritis. Arch lnt Med 1979¡ @: 700-2. 

- 49 -



... 
'!' 

~ 

"' 

123.- Cunningham OS, Kuhn RE. Trypanosoma cruzi induccd supprcssar substances. 
11. Regulatory activity, ln111unogenetlcr-T9BO; .!Q: 557-72. 

124,- llarren H 5, lleidanz W B. llalarial ir.v:iunodepression in vitro: adherer.t 
spleen cells are fUnctionally defective as accesory-ceTTSTn the response 
to horse er.vthrocytes, Eur J !11nunol 1976; ~ 816-19. 

125.- Patino H M, Graybjll J R. Histoplasmosis in beige (b9/bg) mice. Abstracts 
9th lnternational Congress of ISHAM. Atlanta. Georgia USA. 1985; R4-6. 

126.- Shigt¡tVatsu !i' ~~· Lo~~r f E, Tewari R P. Characterization of murine nJtural 
k11.~t (NK) cell a'ctiv'ity against yeast cell of Histoplasma capsuiatum. 

· Abs~racts 9th lnternational Congress of ISHAM. Atlanta,.Giorg1a, iS"A.1985; 
Rl0-3. .'· . ; ¡ . . 

127.- Uhr J W, Bauman J B. A~ttbody formation. 1. The suppression of antibody· 
formation by passively administered antibody. J Exp Med 1961; .!Q: 935-57. 

128.- Uhr J W, Moller G. Regulatory effect of antibody on the iíllllune response. Adv 
lntnunol 1968; 8: 81-127. 

129.- Sy H S, Bach B A, Dohi V, Nisonoff A, Benacerraf 8, Greene M J. Antigen and 
receptar driven regulatory mechanisms. l. lnduction of suppressor T cells 
with anti-idiotypic antibodies. J Exp Hed 1979; 150: 1216-28. 

130.- Vamamoto H, Katz O H. Effcctive suppression of hapten-specific delayed-type 
hypersensitivity (DTH) responses in mice by anti-idiotypic antibodies. In: 
Bach F H, 8anavida 8, Vitetta E S, Fox e F, cds. T and B lymphocytes: 
Recognition and function. ICN. UCLA Symposia on Molecular and Cellular 
Biology. Vol, XVl,Academic Press. New Vork, 1979; 305-15. 

131.- Neveu P J, Micusan V V, Fafard A, 8orduas A G, Modulation of the hTinune 
response by passive antibodies. IV [ffects of 1 gGl and l 9G2 anti-haptcn 

132.-

133.-

134.-

antibodies. Jmmunoloqy. 1978; 35: 129-32, 

Newberry Jr W M,r.handler Jr J W, Chin T D V, Kirkpatrick C 11. ln1nunology of 
the mycoses. l. Dcpressed lymphocyte transformation in chronic histoplasmosis. 
J l11111Unol 1968; iOO: 436-43, 

Amil-Estrada E, Vehsco Castrejon O, Estrada-Parra S. Aspecto inmunológico 
de la histoplasmosis pulmonar primaria. Resumen 1 Congreso·Na'cíonal de lnmu­
nologfa, Oaxtepec, Mor. México. 1976; 52, 

Taylor H L, Eslava-Campos C, lternández R A. Relation bctwccn cellular and 
humoral iíllllune response in mice i1J111unizcd with Histoplasma capsul~tf'11. In: 
Kuttin E S, Baun G L, eds. Human and animal myciilogy:proc~cil'ings t 1 Congress 
of ISHAH. Jerusalen, Israel. March 11-10, 1979. Ncw York: Elsevier/North 
Holland, 1980; 97-101 

- 50 -



"' 

~ ,, 

135.- Taylor fl L, O!az S, González P A, Sosa A C, Toricllo C. Relationship 
betl'lecn pathogenesis and invnunc regulation mcchanisms in histoplasmosis: 

136. -

137.-

138.-

139.-

140.-

141.-

14?.-

143.-

A hypothctical approach, Rev. lnfcct Ois 1984;~775-82. 

Taylor M L, Hernández A, Elizondo ti, Casasola J, Reyes Montes M R, Acosta 
G. Changas in the cellular inmune response to murine hlstoplasi:msis lnduced 
by antlbody.,J lnfect Ois .Enviado a publicación. 

Taylor M L, Mejía López H, Vaca García O, Reyes Montes M R, Rublo Monteverde 
li, Villalba Caloca J, Cruz Chávez A, Cristerna Aguirre J M. lnmunorre9ulación 
de infecciones intracelulares. Papel de los anticuerpos en los modelos: 
tuberculosis e histoplasmosis. Neumol Cir Tor.ix Me.~ 1984; 45_:32-6. 

lieilman OH, Me Farland W. lnhibition of tuherculin- induced mltogenesls in 
cultures of lym1ihocyles from tuberculous donors. lnt Arch. ~l]ergy 1966¡30: 
SB-66. : ; : 

Potts R C, Sherlf MM, Robertson AJ, Gibbs J H, Brown R A, Swanson Beck J. 
Serum lnhibltory factor in lepromatous leprosy: lts effcct on the pre-S-phase 
cell cycle kinetlcs of mitogen stimulated normal human lymphocyte. Scand J 
lnvnunol 1901; 14: 269-00. 

Salazar Acosta e.Los anticuerpos como posible hnunomoduladores en la lepra. 
Tesis de post-grado en Dermatología, Leprología y Micología. Centro Dennato-
lógico Pascua, S.S. A.M.A.L.A.C. México, D.F. tloviembrc, 1983. 

Opeiz G, Scheer H l. Cutaneous scnsitivity and in vitro responslvcncss of 
lymphocyte~ in pat ients liith disser.1in.lted cocc1aToTilot'1ycosis. J lnfcct Ois 
1975; ,g: 250-5. 

Musatti C C, Rezkallah M T, Mendez E, Mendez N F. In vivo and in vitro evalua 
tion of ccll mcdiated imnunity in patlents with paracocCTdioldiiiñycosís. ce11-
111~1unol 1976; _í!!: 365-70, 

Ford W H, Caspary W A, Shenton B. Purification and pro11erties of a lym¡1hocy­
te inhi~ition factor fro1:1 huma~ serun. Clln Exp h111MJnol 1973; .!§.: 169-79. 

·, 144.- Glasgow AH, Nimberg RO, Menzolen JO, Saporoschetz 1, Cooperband S R, 
Schmid K, Mannick JA. Association of anergy with an immunosuppressive 
pe¡itlde fraction in the serum of patients with canear, N Engl J Hcd 1974¡ 
291: 1263-7. 

145.- llortensen ll F, r.sr.lilnd r. P, r.cuurz H. F.ffccts of e-reactive protcin on the 
lynphoid system. 1. llindino to th.Y1·1us dcpendcnt lyr¡phocytes ami alteratlon 
of tlrnir functlons. J Cxp lltld 1975; .!!!.!. 821-39. 

1~6.- llurrdta R A, Tomasi Jr TO. Suprression of the h1rnune response by ..(.-feto,ro­
tein 11 The effect of o(-fetoprotein on n1lxed lymphocyle reactivity and r.iito­
oen - induced l~·riphoc.vte transfornation. ,J Exp lled 1975; fil: 269-86. 

- 51 -



147.- Sjogren H O, tlellstrom 1, Dansal Se, flellstrom K E. Suggestive evidence 
that tl1e "blocking ant1bodfes" of tu~orbearing fndivfduals may he anti gen 
antfbody complcxes. Proc Natl Acad. Sc1 USA 1971; 68: 1372-5. 

148,- Rojas- Espinosa O, Agu11ar-Santelfses M, Garcla G J E, Díaz Gómez M L, 
Zenteno-~orales A, Gutférrez-ffaro R M, Padilla-Serpa L A. Presente of 
circulatinn fownune complexos in far a1'vanced tuberculosis as detected by 
a cor1plemcnt consumption test. Ahstracts 4th National Congress of lninunology 
and ·111ternat1onal Symposfum on lnmunobfology of lnfectious and Parasftic 
Oiseases, Oaxtepec, Miix1co. 1981; 139 

149.- Moran C J, Ryder G, Turk J ~. llaters fl F R. Evidence far circulatin9 f111nune 
complexes in Jepromatous leprosy. l.ancet 1972; ~ 572 -J. 

ISO.- 8jorvatn 8, 8arnetson R S, Kronvall G, Zubler R ti, Car1bert P ti. ln•uune 
complexos and complement hypercatabol ism in patients with leprosy,Cl in Exp 
(111nunol 1976; ~: 388- 96. 

151.- Yoshinoya 5, Cox R A, Pope R M. Cfrculating i11111une complexos in coccidlodomy­
cosis. Dctection and charactcrization. J Cl 1n lnvest 1980; ~: 655-63, 

152.- Rosenthal A 5, Lipsky PE, Sevach E M. Macrophagc Jymphocyte interaction and 
antigen recognitlon. Fed Proc 1975; M: 1743-3. 

153,- VonBoeluner H. Expression of receptor diversity in T lymphocytes In: Fougereau M, 
Dausset J,eds. ln111unology 88. Pro9ress fn inmunolo9y IV. New York. Academic 
Press. 1980; 113-21. 

154.- Wigzell ti, Dinz 11. Lymphocytes receptors. In: Fougereau rt,Dausset J,eds. 
l111uunology 80, Progress in lnn1unology IV. Ncw York. Academic Press. 1900; 
94-104. 

155,- Oko111111·a K, Takcmori T, Tokuhfsa T, Tadd T. S11cclflc cnrlchmcnl of SUflfll'Cssor 
T cell frnarlng 1-J dctcrmlriants, J Exp Mcd 1977; l~íi.: 12J1-4~. 

156,- Pierre A, llrombllrq S, Sy M S, Dcnaccrrilf 11, r.r1wnll M l. M1•1.ho111f111'. 111 1·1•1111loli 11111 
of ccll mcdialed iu1nunlty. VI. Anllg1:11 d1:11~fty ""'"''"11·111." 111 "'" 11111111 r.11111 
of genctlcally 1·cstrlcted supprcssor ccll. J ln,,11111111 l~lllJ; 1?_1:.14:1-11, 

157.- Gershon R K. Suppressor T cells; a mini-positlon paper celebratin9 a ncw dccadc 
In: Fougcreau M, Oausset J.,eds. l11111unology 60, Progress in inmunology JV. flew 
York. Academic Press. 1960; 375-88. 

159.- ffoffman M K. Antibody regulates the cooperatfon of 8 cells with helper cells. 
l111nunol Rev 1980; 1!: 79-91. 

159.- Fitch f 11. Selectlve suppresslon of inmune response. Pro9r Aller~~ 1975;fü 
195-244. 

- 52 -



. ., 

~ 

160.-

161.-

162,-

163.-

164. -

165.-

166.-

167. -

160. -

Jernc ll K. Towards a rietwork theory of the inrmune systems. l\nn lrrununol 
lnst Pastcur 1974; 125C: 373-09, 

Rodkcy S L. l\utorcgulation Of irr111u11c response via idiotype nctwork 
intcractfons. Microbio] Rcv. 1980; 1.1_: 631-59. 

Mckearn T J, Stuart F I', Fitch F H. l\nli-idiotypic m1tibody in rat 
transplantation inrnunity_ J lnurrunol 1974; !Q: 1876-82. 

Oinz lf, \li~zell 11. Shared idiolypic detenrrinants on U and T lymphocytes 
reactive against the same·antigcnic detenrrinants. l. Denronstration of 
similar or identical idiotypes on lgG molecules and T cell receptor with 
specfficity far the same receptor alloantigens. J Exp Med 1975; 142: 
197- 211. -

Eichrrrann K, Raje1;sky K. lnduction of T and O cell irrvrrunity by anti­
idiotypic antibody. Eur J lnrnuno 1~75; 2.!_ 661-6. 

Eiclrrrrarrrr K. ldfotype sup¡rression. 11 i\rn¡il ificatlon of a su¡1prcssor T ccll 
1;ith .111ti-f<lfotypic activlty. i:ur J lrr1rrurrol 1975; ~ 511-7. 

lnfor11c del r.rupo Científico de la OMS. l\cclon ¡1atogena de los corrrplejos 
inmunitarios. Ginebra. 1977; 3-63, 

Oinz lf, Lincnr:rann J. lnhibition of local graft-versus-host reaction by 
anti-alloantibodies.tlature 1973; 246: 146-8. 

Mckear.n T J. Antireteptor antiserum causes specific inhibition of reactivity 
to rat histocompatibil ity anti gens. Science. 1974; IB3: 94°6. 

169.- Colfizi V, Giuntini M, Garzelli C, Campa M, Falcone G. Auto anti-idiotypic 
antihodies inhibit T cell nrediated hypersensitivity in OCG infected mice, 
Cell lrrununol 1903; !!Q.: 205-10. 

170.- Sy M S, Oach O A, Orown A, Nizonoff A, llenacerraf ll, Greene M l. Antl9en and 
receptord1'iven regulatory 111echanisrns. 11. lnduction of suppressor T cells 
witb. idiotype - coupled syn9eneic spleen cel l. J Exp Med 1979; 150:818-29. 

171.- Sy M S, !loorhead J 11, Claman 11 N. Re~ulation of ccll 01ediated in111unity by 
antibodies :possible role of anti-receptor a11tibodills in tire re9ulatio11 óf 
contact sensitivity to DllFG in l'lite. J Jn~runol 1979;g;J_: 2593-8. 

17Z. - Sy M S, Urown 1\ U, Uenaccrra f O, Greene M l. Ant f ~en a11d receptor driven 
renulatory r.1cchanisl'l rrr Jnduction of dclayed typc hYprH·scnsitivity to 
azobenzenearsonate wfth anti-cross reactive idiotypit antibodles. J Exp 
lled 1900; fil: 096-909. 

173.- Sy '1 S, Ofetz MU, Gcrmain R N, Ocnacerr.1f U, Greene 11 l. l\ntincn and recep-
"' ' ·tor drive11 rc9ulatory mcchanisr:is. IV. ldiotypc bcaring l-Jt supprcssor T 

cell factors indu:e second arder suppressor T cell which cxpress anti­
idfotypic receptor J Exp Mcd J9BO; 151: 1183-95. 

- 53 -



174.- Pa1ilak LL, llart O A, llisonoff A. Requcrir.1ent for prolonged supprcssive of 
an idiotypic spccificity in adult n1icc. J Exp Med 1973¡ gz_: 1142-50. 

175.- Kohler 11, Richardson ll C, llo11ley O A, Smyr S. l11111unc response to phospho­
rylcholine. 111 Requeriment of the Fe portian ami e11ual cfectivcncss of 
lgG subclasses in anti-receptor anlibody-induced supprcssion. J l11u11u11ol 
1977¡ 126: 233-6, 

176.- Morctta L, Mingart M C, Moreta A, Haynes B F, Fanci A S. T cell Fe recee_ 
tors as markers of funtional human lymphocyte subsets. In: Fougereaud M, 
Dausset J, eds. lmmunology OO. Progress in i111nunology Vl.New Vork.Academie 
Press. 19130¡ 220-30. 

177.- Hayward A R, Lay>iard L L, Moretta L, íla~e l. N, Lo>ilon A R. Fe receptor 
heterogeneity of human suppressor T cells~J lmmunol 1970¡ .!.!l.:_ 1-5. 
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FIG. l. FASE MICELIAL DE H1stoplas111a capsulatum. El hongo .fué cultivado 
en medio de agar cerebro coraziin a temperatura de 25ºC. Se ob­
servan las 111acroconldlas esplculadas de !!.· capsulatum 
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FIG. 2. FASE LEVADURIFORM:: lI H. capsul atum. Las 1 evaduras fueron obte­

nidas por cultivo del hongo en medio de infusión cerebro cora­
zón suplementado con cisteina y glucosa, seguida de incubación 
a 37°C. Para su observación las levaduras fueron teftidas con 
Wright (1250 x), 
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FIG. 3.- RADIOGRAFIA DE UNA HISTOPLASMOSIS PULMONAR CRONICA GRAVE. 
Se observa lesión cavitaria encapsulada. 
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FIG. 4. MACROFAGO PARASITADO CON LEVAOURAS DE Histoplasma capsulatum. Se obtu 
vieron los macrófagos de exudado peritoneal de rat6n y se cultivaron­
ª 37ºC en IOOdio de RPMI-1640 suplementado con suero fetal de ternera, 
plruvato, L-glutamina y antlbi6ticos durante 24 hrs. Posterionnente -
se infectaron con levaduras de H. capsulatum, Después de 24 hrs de fa 
gocitosis, las células se fijaron y t.iheron con Wright (1250 x). -
Lev. - levadura; N - núcleo. 

- 53 -

. ... 



FIG. S. - MICROFOTOGRAFIA. ELECTRONICA DE MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON 
A LOS 5 MINUTOS DE UNA INFECCION CONTINUA CON HISTOPLASMA. Se 
observa ausencia de células del hongo. 
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FIG. 6.- MICROFOTOGRAFIA ELECTRONICA DE MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON 
A LAS 24 HRS DE UNA INFECCION CONTINUA CON HISTOPLASMA. Se iden 
tifica la ingesti6n de una hifa (parte miceliana) y levaduras :­
en diferentes etapas de digestión en las vesiculas fagociticas. 
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FJG. 7 .- SECUENCIA FOTOGRAFICA DE LA FAGOCITOSIS DE Mycobacteriu111 tuberculosis 
Y DE LEVADURAS DE His~lasma MARCADOS CON iSOTIOCIMIATO OEITiiiiRES-­
CEINA. A) Macr6fagos siifiiSl O) M. tuberculosis- 30 min de fagoci­
tosis; C) H. ctpsu¡atum - 30 min-detagocTfiiSls; D) M. tuberculosis 
24 hrs de fagoc tos s¡- E)!!· capsulatum - 24 hrs de fagocitosis. 
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FIG. B.· NUMERO DE MACROFAG05 CON FU510N FAG050MA-LIS050MA (FFL) 5Er.U~I LA --
00515 V. EL TIEMPO OE INFECCION. Macrófagos peritoneales de rat6n -­
UALll/c cultivndosen RPIH- suplementado con suero, L-nlutamina, plr.!!_ 
va to y llEPE5 fueron marcados con naranja de acr1dlna (5 >"Mml de -­
RPMI pH 70). L• infección se procedió sincronizando la adheilón de 
los carásitos a 4ºC 1 h. La; dósl~ de Infección fueron: lx!O Mf/ 
5xl0~ r; lx106 Mf/5xl06 P y lx!O Mf/!Ox!Ob P. De cada tiempo y -
dosis de Infección se contaron 100 macrófagosllD tlf infectados con 
!!· capsulatum; CJ Mf Infectados ~on ,11.~rculos_i~ (ceea de refe--
rencia); IOJ Mf sin infectar. Mf• macrofago; P= parasito, 
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FIG. 9.~ FRECUENCIA OE FUSION Fl\GOSOMll-LISOSOMA (FFL) EN MACROGAGOS Fl\GOCl­
TllflOO LEVADURAS VIVAS O MUERTAS. Macrófagos de la linea celular J774.2 
cultivados en medio de Oulbccco modificado enriquecido con suero 
fe ta 1 de ternera. fueron pues tos a fagocitar diferentes dos j s del 
hongo, sincronizando la adhesión a 4ºC por 1 h. Los macróragos fue­
ron previamente marcados con naranja de acridina (NA) y las frecuen 
cias de FFL fueron calculadas según la fórmula A-B/C; donde A= No7" 
de marcas fluorescentes por 100 macrófagos teñidu; con NA y puestos 
a fagocitar el hongo en un tiempo X; B= No, de marcas fluorescentes 
por 100 macrófago teílidoscon NA y sin fagocitar en un tiempo X; C= 
No. de levaduras adheridas por 100 macrófago sin NA en el tiempo 
cero; Mf = macrófagos; P= parásito; X= tiempo de fagocitosis de 5'. 
JO' y 60'. Los resultados expresan el promedio de J experimentos, 
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FIG. Hl- FRECUENCIA DE FUSION FAGOSOMA-l!SOSOMA (ffl) EN MACROFJ\GOS INFECTADOS 
CON CEPAS OE llISTOPLJ\SMA CON OIST!NTOS GRADOS OE VlllULENCIA. Los ma-­
crófagos trataaos con naranja de acridlm1 fueron infectados sincroni­
zando la adhesión de los pariÍsltos a 4ºC por 1 h. Se utilizó una rula 
ción Mf/P d1< l x 106¡5 x 10°. Para obtener los valores de frecuencia­
de FFL se aplicó la fonoula descrita en 14 figura 9 C Mf infectados 
con cepa de menor virulencia de H. f!!l.ISUlatum (No. 5037), CI Mf in-­
fectado con cepa de mayor vlruleñCiailel.[.Ciesulatum (León Pérez). 
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FIG. 11.- MOVILIZACION DE PROTEINAS DE MEMBRANA DE MACROFAGOS POR LA 
INFECCION IN VITRO CON llis~oplasml capsulatum. Se utilizaron 
macrótagos-nXTOliT de liiTrnea ce ular J-774.2. Las levaduras 
(5x10 ) de llistoplasma (cepa 5037) se opsonizaron con JgG -
anti-Histo lasma purificada por cromatografía de afinidad. La 
movil izac10n 2

5 
as proteínas macrofágicas se hizo por incor­

poración de 1 utilizando la técnica de lactoperoxidasa y -
corrigiendo las cuentas totales en función de la cantidad de 
macl'ófagos determinada por incorpol'ación de timidina 113. 
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FIG. 12. -

DL50-45 DIAS POST-INFECCION 

l:l!filP.lasmo coRfil!!glorn 
"León Pérez" 

-EOAOlm1111l- 1 12 

OISTRJBUCION GRAFICA DE LA OL50 CON CEPAS DE J!istol!.!as111a .­
ca sul atum EN RATONES DALO/e. Se trabajó con ratones s lñge­
nicos mac os y hembras de diferentes edades; las cepas de 
llistoplasm~ fueron mantenidas en fase levaduriforme a 37° C 
en medio de OHI enriquecido con L-cisteina y glucosa. Pard 
la detenninación de la OL 50 se utilizó el método de Reed & 
Muench. 
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F!G. 13.- EFECTO DE LA TRANSFERENCIA PASIVA DE ANTICUERPOS Alff!-llistopl~ 
EN LA RESISTENCIA A LA INFECCION lllSTOPLASMOSA. Se infectaron ra­
tones machos adultos de la cepa singénica OAl.U/c con una dósis 
su!Jletal de levaduras del hongo. Se transfirió suero anti-lffsto­
plasma o suero normal 3 hrs antes o ID días despué>s de Ja"Tiifec­
éTiiii:-se determinó Ja so!Jrevida efe los animales. fi.~ suero antf­
!!L~!.QP!.~.s.111~; U::d suero normal; O control de inflccción sin 
transforcncia de suero. 
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FIG, l~.- EFECTO DE LA TRANSFERENCIA PASIVA DE ANTICUERPOS EN LA tllPERSENSl­
BILIDAD TARDIA OE RATONES INFECTADOS CON llistoQlasma ~sulatum.Se 
transfirieron a grupos de ratones singéniCiiSlií[1i7canticuerpos a 
los 10 dlas después de la infección con ~1 hon!JO, SI! midió la hi­
persensibilidad tardia por la prueba du hinchazón del cojinete, - -
plantar utilizando la histoplasmina (30 ug proteína/ 0,05 1111) co1110 
antígeno de desafio. Se formaron seis grupos de transferencia a -
saber; G-1 control de lnfeccl6n sin tra11sferuncla; G-2 su1?ro ilnti­
Histoe_lasma; G-3 suero normal; G-4 suero ant1-llistoplasmu prcci­
pfüiloco·ñsulfato de amonio; G-5 suero anti-lly~}iliI~.~:Qffa!ñ precipi 
tado con sulfato de amonio; G-6 lgG anti-Hi~toe}asma purificada 
por cromatograffa de afinidad, ¡¡¡¡ LaLE.ro:Yiicé"ionesen perspecti­
va representan la desviación standar. iiiiliJ ratones infectados; 1Z:!1 
control sin infección. 
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POSIBLES MODELOS DE INTERFERE/ICIA DE LOS ANTICUERPOS ANTI- HúlDpt .... 
EN LA RESPUESTA CELULAR. 

CAi PoA EFECTO AHTl-IDIOTIPO- LOS ANTICUERPOS At1T1· lli.Uo1~·· .. 
TIEllEN REACCIÓN CRUZADA COll IDIOTIPOS PRESENTES Ul LINFO­
CITOS, 

C1l 

[.(l[RHINANTIS IDIOllPICOS 
PRESENIES EH LOS RECEPIO· 

. R[S DH Ag 

C2l 

OEHRHINANl!S IOIOllPICOS 
!H PlllLAClllN Atlt(NIAOA DE 

'·· 

Abrewtlturu: Tt• CE1ul• T efector• de h respuesU celul.u; h• C'luh T tupruor1. 
RIC• RespuuU IMIYnt Celuhr. 

FIG.15 .- MODELO TEORICO OE LA ACCION DE LOS ANTICUERros SOBRE LA 
RESPUESTA CELULAR EN LA HISTOPLASMOSIS. PARTE (A). 
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l'OSIBLES l'ílDELOS DE lllTERFEREllCIA DE LOS AllTICUEnPDS AIHI~"''""'ª'"' 
EN LA RESPUESlA CELULAR, 

!Bl A TRAvts DE LOS SITIOS OE RECONOCIMIENTO PARA FcR OE LOS 
ANTICUERPOS ANTI- Hi.6topt.u..i EN SUPERFICIES CELULAHES, 

(2) 

accornau rea lN ULULAS 
T EftCTOIA A.l.C. (1) 

Abrt•l1tur111 ft• Cllu11 T 1f1ctor1 di 11 rHpuHtl celuhr¡ h• Ulul1 T •upruoru 
M1• Macr6hgo con lcthld1d 1uprtHr1. 

llC• RH~Hll lm.IM Celular. 

F!G. 16. • MODELO TEORICO OE LA ACCION DE LOS ANTICUERPOS SOBRE LA • 
RESPUESTA CELULAR EN LA HISTOPLASMOSIS. PARTE (O) • 
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TABLA !.- ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD DE ANTIGENOS CRUDOS V PUR 1F1 CADOS 
DE lfistoplasma EN LA REACCION DE FIJACION DEI. COMPLEMENTO FRENTE A -

surnos DE PACIENTES CON lllSTOPLASMOSIS V COCCIOIOiflOMICOSIS. 

·----
Titulas RFC Titulas nrc 

SUERO 75 ug protoí11ii/111l dol IDO ug pro tcí 11a/111l del 
antf9c110 anti geno 

HP CPP CPPO CD llP CPP CPPQ ____ C_D_ 

SH1 1 :4 1 :4 1: 128 1:8 1 :64 1 :32 1 :32 1 :2 

5112 1 :2 1:2 1:2 1 :2 1 :2 

Sll3 1:8 1: 16 1:8 1 :4 NO REALIZADO 

Sll4 1 :512 1 :64 1: 16 1 :256 1:40!li 1 :4096 1 :1024 1:8 

Sll5 1 :2 1 :32 1:16 1 :2 1:8 1 :8 1: 16 1 :2 

Sll6 1 :4 1: 16 1 :4 1 :8 1 :4 1:8 1 :2 

Sll7 1 :8 1: 16 1 :4 1:8 1 :4 1: 16 1 :4 
5118 1:2 1 :4 1 :2 1:4 

Sllg 1:4 1:2 1:2 1:8 1 :2 1 :2 1:2 

51110 1: 16. 1:8 1:16 1:8 1:16 1:16 1:8 

Sllll 1 :2 1 :2 1:2 1:2 1 :4 1 :4 

Sll12 1 :2 1:2 1:8 1 :8 1:8 1: 16 

Slll3 NO REALIZADO 1 :2 1 :2 1:4 

sc1 1: 16 1 :16 1:16 1:64 1 :32 1: 128 1:8 1:64 
sc2 1:2 1:8 1:128 1 :4 1:4 1 :64 
SC3 1:8 1:2 1: 16 1:128 
sc

4 1:8 1 :4 1:4 1 :512 1:8 1:8 1:2 1 :512 
SC5 1:4 1:2 1:8 1:2 
sc

6 1:2 1 :2 1 :2 
sc7 1 :4 1 :2 1:8 
sc8 1 :2 1:8 NO R E AL 1 Z A O O 

SN 
(1 al 10) NEGATIVO N E G A T 1 V O 

RFC- Reacción fijación del complemento 50% de hem611sis • Sil - suoro de hil!,to-
plasmosis; se- suero do coccidioidomicosis. flP- histoplasmina, CPP - co111ple--
jo polisacárido proteina de liistopla5111a, CPPO - co111plejo polisacárido protelna 
desproteinizado por pronasa y5cvag e ill1!Prlasma; CD- coccidioidina. 
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TABLA 2.- COMPARACION DE LA ACTIVIDAD OE ANTIGENOS CRUDOS Y PURIFICADOS DE Hfstoplasma 

Blastomyces POR LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION 

TITULOS HEMAGLUTINANTES 
TIPO Hfstoplasmina CPPD-Hi sto 81astomicina 
SUERO 51.3 ug/ml prot. 60 ug/ml prot. 48.5 ug/ml prot. 

Coccidfoido-
micosis 
(5) 1 :512(1/5) 1 :4(2/5) {-) {5/5) 

Paracoccidfoi-
domicosi s 

(7) 1:2(3/7) {-) (7/7) 1 :2 a 1:4(3/7) 

81 astomi c:osi s 1 :4(1/4) 1:4(2/4) 1:4(1/4) 
(4) 1: 16(1/4) 1 :fi4{2/4) 

Histopl asmosis 
(28) 1 :2 a 1:4(7/28) 1:2 ·a 1:4(9/28) 1:2 a 1:4(5/28} 

1:8 a 1:512(11/28) 1 :256 a 1:512(6/28) 1 :8 a 1:128(17/28) 

Normal 1:4(2/7) {-) (7/7) 1:4(1/7) 
(7) 

CPPD·81 asto 
52 .O ug/ml prot. 

1 :2 (1/5) 

1 :8(1/7) 

1:4(1/4) 
1:64(2/4) 

1:2(1/28} 

(-)(7/i) 

Se utilizaron sueros de pacientes con diagnóstico comprobado para cada una de las micosis señaladas. La 
hemaglutinación se realizó por el método de glutaraldehido y se leyó a las 2 y 24 hrs de reacción. La 
determinación de proteínas se hizo por la técnica de micro-Kjeldahl y la de Lowry • Las fracciones en 
los paréntesis indican el número de sueros con tftulo hemaglutinante sobre el número total de sueros -
uti 1 izados por cada mi casi s. 
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TABLA 
0

3. - COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE ANTIGENOS CRUDOS Y PURIFICADOS DE Histoplasma 

Y Blastom~ces POR LA PRUEBA DE FIJAC!ON DE.L COMPLEMENTO. 

TITULOS FIJADORES OE COMPLEMENTO 

TIPO Histoplasmina CPPO-Histo Blastomicina CPPD-Bl asto 
SUERO 50% hemól is is 50% hemólisis 50% hemól is is 50% hemdli sis 

Coccidioido-
micosis 1:2 (2/3) 

(3) 
1:2 (2/3) 1:2 (1/3) (-) (3/3) 

Paracoccidioi- 1:64 a 1 :256(6/6) 1:2 a 1:4(3/6) 1 :B a 1 :256(6/6) 1: 16 a 1: 256(6/6) 
domi CDS is l:B a 1:128(3/6) 
(6) 

Blastomicosis 1:2 (1/2) 1 :2 a 1:4(2/2) 1:4(2/2) 1 :4(1/2) (2) 

Histoplasmosis 1:2 a 1:4 (7/25) 1:2 a 1:4(14/25) 1 :2 a 1 :4(10/25) 1:2 a 1:4(10/25) 
(25) l:B a 1:128(10/25) 1:8 a 1:16(6/25) 1:8 a 1 :32(3/25) 1:8 a 1 :32(2/25) 

Norma 1 1:2(2/7) (-) (7/7) 1:2 (1/7) (-) (7/7) (7) 

Se realizó la microtécnica de reacción de fijación del complemento al 50% de hemÓlisis. Las fra­
cciones en los paréntesis indican el número de sueros con títulos fijadores del complemento sobre 
el número total de sueros utilizados por cada micosis. 



TABLA 4.- CA'·\BIOS EN LA RESISTENCIA A LA JNFECCION HISTOPLASMOSA POR LA TRANSFEREllCIA PASIVA DE CELULAS 

DE BAZO DE RATONES MENORES DE 1 MES. 

DOllADORES: 
EDAD Y POBLAC 1011 
CELULAR TR/,llSFE­
RIOA. 

1 Mes 
(Bazo) 

1 Mes 
(Bazo) 

4.5 Meses 
(Bazo) 

<í.5 Meses 
(Bazo) 

Ninguna 

llinguna 

llinguna 

TRATAMIEIHO (Rx) 
IRRADIACION 

(EDAD) 

Rx 
4.5 

4.5 

Rx 
4.5 

4.5 

4.5 

(1) 

Rx 
4.5 

RECEPTORES SltlGENJCOS. 

(9)* 

(9) 

NR** 

2 (9) 

o (9) 

17 {8) 

llffECCJ ON 110 INFECCION 
NUMERO DE MUERTOS llUMERO DE MUERTOS 

EXPERlMENTO 

2 3 
EXPERIMENTO 

2 

7 (9) 7 (9) o (9) o (9) 

4 (10) 4 (10) 2 (9) 2 (9) 

(9) o (10) llR o {10) 

o (10) o (10) o (9) o (9) 

2 (8) O (!O) 

9 (10) (9) 1 

9 (9) 9 (9) 

o (10) 

o (10) 

o (10) 

o (9) 

9 (9) 

Se utilizaron ratones singénicos machos de la cepa BALB/c. La transf7rencia se hizo a las 24 horas post­
irradiacióo. El número de células donadoras transferidas fué de lxlO células de médula ósea de animales adul 
tos y Sxlt'' de células de bazo de ratones de 1 mes contenidas en 0.3 ml respectivamente y administradas por -
vla retroorbital. La dosis de irradiación fué de 700 rad. La infección con levgduras de Histoplasma cepa !lo. 
5037 SE realizó una semana post-irradiación. La dosis de infección fué de 4xl0 levaduras/ml. Las células de 
rr.édula ósea 'fueron transferidas solamente a los animales irradiadas (*) Los paréntesis contienen el número to 

.• tal. de cada grupo de animales. (**) NR= no realizado. -
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TABLA 5. - CAMBIOS EN LA RESISTENCIA A LA INFECCJON HISTOPLASMOSA POR LA TRANSFERENCIA PASIVA DE 

CELULAS ADHERENTES Y NO ADHERENTES DE BAZO DE RATOllES MENORES DE 1 MES. 

DO:U,DORES 
OBL CI N 

11UERTE (1) CELULAR DOSIS DE ~ COllTROLES % MUERTE " TRAllSFERIDA CELULAS 
(BAZO) TRAllSFERIDAS 

1 mes Adherente 1 X 107 so.o Infección 4.S rr.eses 8.33 

No adherentes 1 X 107 84.6 Infección 1 mes 81.8 

Totales S X 107 62.5 Transferencia 4.5 meses o 
No infectado. 

Rx 800 rads 1 X 107 40.0 Irradiación 4.5 meses 100 

No adhtrYntes 
+ SAM 2 l X 107 so.o 

Totales + 1 X 107 so.o 
anti-theta 

TotalP.s + 1 X 107 S8.3 
monoclonal 
anti-Thy 1.2 

4.S meses Totales 5 X 107 9.09 

Se utilizaron ratones machos.singénicos BALB/c como receptores de las células transferidas. Los animales 7 receptores fueron irradiados con 700 rads y transferidos 24 hrs después con células de rr.édula ósea (1 x 10 ) 
de ratones adultos. Todas las transferencias se realizaron oor via retroorbital en un volumen de 0.3 ml. 
Las células tratadas con SAtl, anti-theta y el monoclonal anti-Thy 1.2. fueron incubadas a 37º C con comple 
r.lento, lavadas y ajustadas previa su utilización. Se infectaron los ratones a la semana oost-transferencia 
con una dosis de 4xlQB levaduras/ml de la cepa 5037 de!:!· caosulatum. (1) El porcentaje de muerte expresa 
·ros resultados de 3 experimentos utilizando un promedio de 7 a 8 ratones por cada lote experimental (2). 
SA!·l-suero antimacrófago obtenido en conejo. · 
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TABLA 6. POSIBLE ACCION REGULADORA DEPENDIENTE DE LA CONCENTRACION DE ANTICUERPOS 
Y SU INTERACCI6N CON EL HONGO, J:!. capsulatum. 

TITULOS 
DE 

ANTI CUERPOS 

Altos 

No detectab 1 es 
ó nulo 

Bajos o no 
detectab 1 es 

ACCION 

Enmascaran determinantes anti­
génicos del hongo haciéndolos 
inaccesibles a la respuesta •• 
de los linfocitos. 

No afectan al reconocimiento -
del antígeno por los receptores 
de los 1 infocitos 

No existe ninguna inhibición -
por parte del anticuerpo. 

RESULTADO 

Hiporreactividad celular. 
Re9ulación nlterada. 
Daño. 

lnmunidad celular regulada 
adecuadamente. 

Hiperreactividad celular. 
( hioersens ibil idad). 
Regulación alterada. 
Daño. 
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INFECCION IN V/TRO DE 11/STOPLASMA CAPSULATUM EN MACROFAGOS 
. PERITONEALES DE RATON 

por Maria L11ri<I Taylor• 
lllanca Rico Gali11do* 

María Tema /Je11íte~•• 
Guardo Día~ Sá11che~• • 

tina Marfa Gutro• 
Guadalupe l'olito A/arcón• y 

Co11chita Toriel/o* 

IN VITRO INFECTION WITH HISTOPLASMA CAPSULATUM IN MICE 
PERITONEAL MACROPHAGES 

SUMMARY 

The importane of the macrophage in the histoplasmal infection, was investigated 
during an i11 vitro study of the binomial macrophagc-fungus, Diffcrent tcchniqucs wcre 
used including optical microscopy, histochc111ical methods with íluorcsccin isothio· 
cyanate and linally using clcctronic microscopy. Thc optima! rcsolution dnsc of thc ;,, 
r•ilrn infcction hy thc macrophagcs WHS cstimatcd (5 x 101 ycasts/10' rnacrophagcs). 
With this dnsc a phagocytic time infcctlnn kinetic was nbtaincrl in nrdcr In determine 
thc rcsolutinn of infcction at rliffcrent time intcrvals. Tlu: data ohscrved with thcsc mc­
thmls sug¡¡cst that the allacluncnt, the ingestion time and in general thc entirc plm­
gocytic proccss of /J. rnpsu/al11111, dcvelops a different kinetic than the microorganism 
uscd as control. 

RESUMEN 

Considerando que el papel del macrófago es fundamental en la evolución de la in· 
fección histoplasmosa, se estudió;,, vil ro el binomio macrófago-hongo a nivel de micros­
copia óptica y por m~todos histoqufmicos. Se utilizó el isotiocianato de lluorcscclua y 
se hicieron observaciones en microscopia electrónica. Se determinó la dosis óptima de 
resolución de la infección por los macrófagos (5 x 1 os levaduras/ 106 macrófago), con la 
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cual se realizó una cinética de tiempo de fagocitosis para determinar la resolución de 
'Ja infección en los distintos periodos de tiempo. Los datos obtenidos con los métodos 
empleados, sugieren que la adhesión, el tiempo de ingestión y en general todo el proce­
so fagocltico de JI. capsulat11m desarrolla una cinética diferente a la del control utiliza· 
do. 

INTRODUCCION 

La histoplasmosis constituye uno de los más interesantes prototipos de infección 
intracelular, en donde el parásito-hongo tiene predilección por las células del sistema 
retlculo endotelial. El agente etiológico de la histoplasmosis, Jlistoplasma rnpsulatum, es 
uh hongo dimórfico que crece en la naturaleza en formá miceliar, el cual presenta dos 
tipos de esporas esféricas: las macroconidias equinuladas (8-14¡.tm de diámetro), y liis 
microconidias (2·4¡.tm de diámetro). Estas conidia11 constituyen la forma infectante, 
que al penetrar por vla re11piratoria1 producen la infección en un huésped susceptible. 
El hongo crece abundantemente en suelo1 ricos en nitrógeno y fósforo, proporcionado1 
por el guano de murciélago o excreta• de aves, encontrándose principalmente en ca· 
sas, gallineros y minas abandonadas. (Rippon 1974, Emmons ti al., J 977). 

Los cambios morfológicos que sufre el hongo en el huésped, al inicio de la infec­
ción, son desconocidos¡ al parecer este hongo se transforma en lcvadum en los nmeró· 
fagos alveolares (Kimbcrliu ti 11/., l 9HI). Sin emlmrgo, 1mco se conoce del momento y 
élcl sitio en que esta transformación ocurre. 

Con frecuencia, la infección cura espontáneamente¡ los casos•en los cuales la in· 
fección progresa sugieren que la 1obrevida y multiplicación del Hisloplasma en 101 mo­
crófagos es un factor Importante en el desarrollo del cuadro infeccioso. 

Parece 1er que los mecani1mo1 del hué1ped para de1truir al hongo presentan al· 
guna alteración, 1ea porque existan fallas propiaa del fagocito o en otras ramas de la 
respuesta inmune, o bien, porque la relación entre el hué1ped y el parásito produzca 
un balance favorable al parásito en el momento en que ocurre la infección (do1is eleva· 
da del parásito, inmunosupre1ión ocasional o no del hué1ped1 etc.) (Taylor ti al., 
1984). Por consiguiente, la sobrevida y muhiplicación del hongo dentro del fagocito 
por lurgo tiempo, con1tituyc, aln duda alguna, una pt·ueba de ellas 11heraclone1. 

Lo1 c1tudlo1 1obre el rcnómeno fa11ochlco en la hl1111plasmoi11 ·1011 c1c1101. Unu 
de los eventos mlla conocido• relacionado con h1 f11goclto1l1 de lli1top/u1111a, e1 la partl• 
cipación de c~lulas T inmunes en la activación de macrófagos que favorece el proceso 
de eliminación del hongo (Howard, 1975 ¡ Howard y 0110, 1977 ¡ Wu-Hsieh y Howard,, 
1984). Por otro lado, se han identificado mecanismos fungicidas capaces de destruir al 
hongo, tanto en macrófagos como en polimorfonucleares (Howard y Dabrowa, 1982). 
Además, se ha estudiado la inlluencia de la pared celular del hongo en el fenómeno fa. 
gocítico (Sánchez y Carbonell, 1975 ), as( como tambifo se ha detectado que el hongo 
es capaz de activar la vla alterna del complemento, posiblemente facilitando el evento 
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fagocltico (Ratnoff el al., 1980), El incremento de la ingestión del hongo por el macró· 
fago del huésped, pero no su destrucción intracelular (digestión) en presencia de anti· 
cuerpos especlficos ha sido estudiada por Sánchez y Carbonen (1975). Sin embargo, 
estos conocimientos no explican los casos especiales donde el hongo vence al sistema 
de defensa fagocitario. En tal situación, dos graneles incógnitas permanecen sin expli· 
cación en la relación huésped-parásito establecida en la enfermedad histoplasmosa: 
¿cómo agrede el hongo al fagocito? y ¿cómo escapa el hongo a la muerte intramacrofá· 
gica ?. Puesto que no se ha identificado ningún producto del hongo con actividad sobre 
el fagocito y siendo la fagocitosis la vla final de eliminación del parásito, es de funda­
mental importancia entender los eventos que ocurren entre el huésped y el parásito 

· durante este fenómeno. 

Este fenómeno no es aislado y depende directamente del funcionamiento óptimo 
e integral de la respuesta inmune. Tomando en consideración lo anterior, se presenta 
el estudio;,, uitro de la fagocitosis de /listop/asma en el modelo murino, a través de la re· 
lación que se establece entre el macrófago y el hongo. Por el momento, el trabajo se 
orientó hacia el estudio de la evolución de la infección en el tiempo, buscando poner en 
evidencia los cambios que ocurren en el parásito y en el huésped, dados por la relación 
establecida entre ambos. La dinámica y las diferentes etapas del proceso fogocltico en 
el tiempo, se estudiaron por observaciones en microscopia común, en microscopia 
electrónica y a través del marcado del hongo con un compuesto fluorescente (isotiocia· 
nato de íluorescclna). · 

MATERIALES Y METODOS 

Microorganismos: Se utilizó la cepa 5037 de llistoplasma capsulat11111, mantenida en 
fase levaduriforme a 37°C, con agitación constante (150 rpm) en medio llH 1 (infusión 
de cerebro-corazón) (llioxon), suplementado con glucosa (Merck) al 1 %, L-cistelna 
monohidra1<1di1 (Mcrck) al 0.1% y gentamicinil (Lab. Schcramex) 25µg/ml. Como 
testigo de infección relacionada se utilizó la cepa de Mycubafleri11111t11bm11/asis11 11 Rv. 

Animales: Se empicaron ratones hembras normales, de 6. meses de edad, de la cepa 
singc!nica llALH/c mantenida con purina y agua acidulada (Purina de Mc!xico) ad lihi· 
/11111, en la estación de animales del Departamento de Ecologla Humana de la Facultad 
de Medicina, U.N.A.M. 

Oblenció11 de Macró/agos. Los macrófagos se obtuvieron por lavado peritoneal de las 
hembras normales, DALB/c. Los animales fueron sacrificados por descerebración y fi. 
jados en un soporte en posición dorsal, de manera que la parte podálica quedara frente 
al operador. Previa asepsia de la región abdominal, se expuso la cavidad peritoneal y 
con una jeringa hipodérmica de 1 O mi, se hicieron varios lavados con solución balan­
ceada de sales (SUS) adicionada de gcntamicina (25 µg/ml), a pH 7.0. Las células obtc· 
nidas se centrifugaron y se incubaron durante 1 O mmutos con TRIS-cloruro de amonio 
al 0.85% a 37•C y posteriormente se lavaron 2 veces con SllS. Finalmente se contaron' 
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en cámara de Neubauer, utilizando la técnica de exclusión de azul de tripano y se re. 
suspendieron en medio RPMl-1640 (Gibco} en amortiguador HEPES (N-2-
hfdroxietilpipcrazina-N-2 ácido etanolsulfónico) (Gibco), suplementado con piruvato 
y glutamina (Gibco) y 20% de suero fetal de ternera (Difco) descomplementarizado a 
pH 7.0. Las células se ajustaron a una concentración ele 1 x JO• células/mi. Todo el 
procedimiento se realizó en estrictas condiciones de esterilidad, a 4"C. 

lttparaci6n dtl ln6c11/o. Las levaduras mantenida en el medio de cultivo, se lavaron 
de cinco a seis veces con solución salina estéril, se contaron en la región w de la cáma­
ra de Neubauer, de modo idéntico a la cuenta de células blancas. Los agregados de 5 
células se tomaron arbitrariamente como una sóla célula. Se ajustaron a una concen· 
tración de 2 x I01 levaduras/mi en SllS con gentamicina. · 

Ciriltica de /nfecci6n por Dosis. En tubos de vidrio de fonJo plano de 7 cm de altura x 
1 cm de diámetro, que contenlan en el fondo, una lenteja de vidrio de aproximadamen· 
le 0.8 cm de diámetro por 0.2 mm de espesor, se colocó 1 mi de la suspensión de ma· 
crófagos. Se incubaron a 37°C en atmósfera de 5% deC01 durante 3 hrs, luego se lava· 
ron 3 veces en SOS y se procedió a la infección. füta se hizo diluyendo las levaduras 
ajustadas a 2 x 101/ml para obtener h1s diferentes dosis, cada una en un volúmen de 20 
µI, conteniendo 3.5 x 101, 7 x 104, 1x101, 1.35 x 101, 1.7 x JU', 2 x IO', 2.4 x IUS, 3.2 x 
1 U', 4 x 101 y 5 x 101células. Se distribuyeron las distintas dosis en c11da tubo con cuhi· 
vo de macrófo¡¡o y se incubaron nuevamente durante 3 horas. Se li1vm·on 3 veces con 
SBS y se tiñeron con la técnica de Giemsa. Como controles se utilizaron tubos con ma· 
crófagos no infectados y tubos con macróíagos conteniendo 1 x 101 eritrocitos de car· 
nero estériles, suspendidos y cuantificados en SHS. Todos los experimentos se hicieron 
por duplicado. 

Cinltica dt lnfecci6npor Tiempo. Se siguió el mismo procedimiento que en la cinética 
de infección por dosis, utilizando también tubos por duplicado, los cuales después de la 
incubación de 3 hrs a 37°C en estufo al 5% de CO', se lavaron y se inícc1aron con 5 x to' 
levaduras, incubando nuevamente. El primer par de tubos, a los 3 minutos de incuba· 
ción, se lavó inmediatamente, el segundo a los 5 minutos y ilSI sucesivamente a los Jll 
min, 30 min y, 3, 12, 24 y 48 horas, procediendo después de los lavados il teñirlos con¡.. 
técnica de Giemsa. Para los controles se procedió de un modo idéntico que los de In el· 
nética de dosis, únicamente procesando un par de controles por cada tiempo de incu• 
bación estudiado. 

Detem1inación dt la Cinética de lnfecci6n por Microscopía Electrónica. En IU tubos de vi· 
drio de fondo plano (7 cm de altura y 1 cm de diámetro) que contenlan en el fondo un 
disco de filtro Millipore con poro de 0.45 µm, de 0.8 cm de diámetro, se colocó 1 mi de 
la suspensión de macróíagos obtenidos ¡1or la técnica descrita previamente. Se incuba­
ron a 37°C en estufa de C01 al 5% durante 24 hrs. Luego se lavaron 3 veces con SHS y 
se procedió a la infección continua con 5 x IU1 levaduras, incubándose a diferentes 
tiempos tal y.como está descrito en la cinética de tiempo. Después de la incubación se 
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lavaron varias veces con SllS y se les agregó buffer de fosfatos pH 7.2, tres veces cada 
10 minutos y se fijaron con glutaraldehido al 70% durante 30 minutos. Se lijaron poste· 
riormente con tetróxido de osmio durante 2 horas. La deshidratación se hizo con alco­
hol etllico de 60%, 70%, 80% y 90% durante 10 minutos cada uno¡ post~riormente con 
alcohol absoluto haciendo dos cambios de 20 minutos. Finalmente, la infiltración se lle· 
vó a cabo en Epón al 25%, 50% y 75% (diluido con alcohol absoluto) durante 24 horas 
cada cambio y luego se colocaron las muestras en Epón al 100% durante 2 horas. Por 
último, las muestras se desecaron y posteriormente se extrajo el Ep6n. Se colocaron en 
un porta-objetos y se procedió a tomar muestras (0,3 x 0.2 cm aproximadamente). Se 
c9locaron en 1noldes, se agregó Epún al 100% y se polimerizócn estufa a 60°Cdurantc 1 
hora. Se hi~ieron corte~ linos en el ultramicrntomo, se tiñeron con azul de toluidina y 
se observaron al micro.scopio óptico. Al localizar el material deseado, se hicieron cor· 
tes linos, se colocaroh eri rejillas de cobre y se contrastaron con acetato de uranilo du· 
rante 30 minutos y.posteriormente con cit~ato de plom_o 15 minutos.'.'se observó en mi· 
croscopio de transmisión modGlo Zciss EM9-C2. Simultáneamente se trabajó con con· 
troles normales de macrólagos sin infectar. 

Dttmninación dt la Cinltica dt lnftcei6npor Microscopia dt Fillommicia. El marcado del 
microorganismo se hiio con isotiocianato de íluorescelna (ITF), en una relación de 50 
µI de ITF en dimetil sulróxido por mi del paquete de microorganismo contenido en 
Rl'MI. Se incubó durante 2 hrs en agitación a temperatura de 4°C y a un 1iH 9.0. Se 
infectaron los macróíagos cultivados en lentejas de vidrio ( 1 x 106 células) a los 5, 15 y 
JO minutos, 1, 24 y 48 hrs, con las células de microorganismos marcados con ITF, a una 
dosis de 5 x 10• Jcvadurns/ml de//. m/m1/nlrmr y 5 x 10• células/mi de 1Hyr11/wlair1111 l11· 
btrc11/osú (l-137 Rv), usada como control de infección relacionada. Simultáneamente se 
procesaron controles de macróíagos sin infectar. La observación final se hizo por mon· 
taje de las lentejas de vidrio con resina o con barniz de uñas y observación en microsco­
pio de epinuoresccncia. 

RESULTA DOS 

Cinltica dt lnftcciórr pnr Dosis. A las dosis más bajas, de 3.5 x 101 a 1.35 x 10' fueron 
escasos los campos en los que se observaron levaduras. Los macrófagos prrcsentaron 
un aspecto comparable al de los controles, por lo que se descartaron estas dosis en los 
experimentos posteriores. A lassiguicntes dosis: 1.7 X 10' a 3.2 X 101, ya fue posible oh· 
servar un número cuantificable de levaduras posiblemente adheridas o en el imerior 
de lns nmcrbfaflos; éstos se observaron ligeramente vacuoliindos. Sin embargo. a estas 
dosis todavfa se encontraron campos desprovistos de levaduras, 

A las dosis mayores de 4 x 101 a 5 x IO' fue posible observar, en forma abundante, 
al hongo en todos los campos. Los maerófogoueeneontraron altamente vacuolizados. 
Por lo general, con la microscopia óptica fue dfffcil diferenciar levaduras adheridas dé 
las fagocitadas (Flg. 1 ), · 

Cinllica dr lnjrcc1ón por .1í'tmpo. En los 1>rltnetos tiempos de Infección (5 minutos 



332 /Jo/. Soc. Mu. Afie. 19, 1984 

hasta 3 hn) se encontraron abundantes levaduras adheridas a los macrófagos, al igual 
que en los espacios intermacrofágicos, las cuales desaparecieron a las 24 y 48 hrs de in· 
fección. Asimismo, en los primeros tiempos de infección se observó menor vacuoliza· 
ción que a lns 24 y 4B hrs, en que los macrófagos estaban altamente vacuoliwdos (Ta· 
bla 1 ). El número de levaduras fagocitadas pareció ser igual en los diferentes tiempos 
estudiados según el Indice fagocftico determinado para cada tiempo (Tabla 1 ). En los 
tiempos iniciales, las levaduras se observaron con mucha frecuencia en las células fa. 
goclticas, mientras que en los tiempos finales, al parecer, se perdió la integridad de las 
células levaduriformes. 

Determillación Je la Cinitica Je lnftcción por Microscopía Electró11ica. La cinética de in· 
fección in vitro con Hiiloplasma capsu/aturn, en macrófagos peritoneales de ratones nor· 
males a diferentes tiempos de exposición al hongo, nos indicó que a los 5 minutos de 
infc'cción no hubo evidencias de gran cantidad del microorganismo dentro del macrÓ· 
fago, pero si actividad de membrana dada por la formación de pseudópodos, siendo 
11ue algunas imágenes sugirieron que los pscudópodos se proyectaban hacia algunas 
partlculas envolviéndolas y es posible, que debido al procesamiento del material éstas 
se desprendieran (Fig. 2). A las 3 hrs ya se encontró el hongo en el interior del macró· 
fago (Fig. 3). La presencia de levaduras Integras en el interior del macrófago, fue más 
frecuente en los primeros tiempos de infección e incluso a las 3 hrs, a partir de las cua· 
les se incrementó el número de células levaduriformes en diferentes etapas de digcs• 
tión. En algunos campos se observaron linfochos adheridos a la superficie del macrófa· 
go y evidencias de su destrucción. En la Fig. 4 se muestra un macrófago con gran acti· 
vidad metubólica y restos de una posible ctfüla linfochica. 

A las 24 hrs se encontró gran cantidad de hongo, tanto Integro como semidestrul· 
do, en el inlerior de fagosomas, observándose además muchos dtlriluscclulares. As¡mis-
1110, el número de vacuolas fagoclticas fue mayor en estos tiempos finales; Por otra par· 
te, existió una aparente disminución de ingestión, que se manifestó por la escasez de 
pseudópodos (Fig. 5). La actividad celular en los tiempos finales se caracterizó por la 
presencia de poros nucleares, nucleolos, hetcrocromatina escasa y abundante cucroma­
tim1 (Fig. 5). Una observaión importan1e que llama la atención en esta serie de experi· 
mentas, es el gran número de mitocondrias en los tiempos iniciales en relación a los fi. 
na les. 

Detm11illaciJ11 de la Ci11ltica de Jnftcci611 fior M frrosco¡iía dt l'luoresce11cia. En los diferen· 
tes tiempos experimentados, se observó mayor marca fluorescente en los macrófagos 
infectados con ll. caprnlatum que en los macrófagos con M. tubmulosis (Fig. 6), Asimis· 
mo, la marca de fluorescencia de M. tuberculosis se perdió rápidamente (Fig. 6). En los 
tiempos mas largos de infección, la marca íluorcscente tendió a desaparecer aunque 
persislió con mayor frecuencia en los macrófagos infeclados con H. capsulaturn. 

DISCUSION 

La 'lid herencia del hongo a la célula fagocflica se realiza posiblemente desde los 
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Tabla 1 
Comportamiento a diferentes tiempos de la infección in vitro de macrófagos con Histoplasma capru/alum 

CARACTERISTICAS 
OBSERVADAS TIEMPOS DE INFECCION 

Smin 30min 1 hr 2 hrs 3 hrs 24hrs 48hrs 

Presencia de fagocitosis + + + + + + + 
Macrófagos íntegros + + + + + ++ ++ 
Presencia de vacuolas cito-
plásmicas i + ++ +++ +++ 
Indice fagocitico• NR•• 340/100 NR 315/IOO 258/100 250/100 265/100 

Espacio intermacrofágico presencia 340/100 NR 315/100 258/100 
de lava-
duras 

Levadura adherida macrófago +++ 
Levadura dentro macrófago + + + + + 

• Fue calculado con el número 1otal de Je,·aduras presentes en una población de 100 macrófagos. 
•• No realizado 

limpio limpio 
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tiempos iniciales de infección, según las observaciones al microscopio óptico. Los re­
sultados en microscopia electrónica indican que en los primeros tiempos hay gran can· 
tidad de pseudópodos en los macrófagos infectados (Fig. 2), en comparación con los 
no infectados, lo cual sugiere contacto del macrófago con la levadura (posible adhe­
sión), sin embargo, en estos mismos tiempos iniciales no hay evidencias de 11u1: el hon· 
go se encuentre en el interior de los fagocitos. La presencia de vacuol<1s en los macrófa· 
gos infectados con diferentes dosis del hongo, asl como en los tiempos largos de )¡1 in· 
fección, registrados en microscopia común, sugiere que los macrófagos se encuentran 
en gran actividad, sobre todo a la dosis máxima de infección 5 x IO' levaduras. Esto 
hace pensar que esta dosis no es masiva y que no impide la función fungicida de los 
macrófagos. Las imágenes de los tiempos largos de infección, sugieren la presencia del 
hongo en diferentes etapas de procesamiemo, incluso se pudieron observar lavaduras 
aparentemente intactas. 

En microscopia óp1ica es dificil diferenciar las lev;u)uras fagociiadas de las adheri· 
das. l lay imágenes que sugieren 11uc exisle inges1ión 1emprana, sin ernhargo, eslo se 
observó con mayor nitidez a partir de los 30 minutos de infección. Por 01ro lado, ianlo 
por microscopia óptica como por microscopia electrónica (liig. 3) se observa que exis· 
ten muy.pocos hongos dentro del macrófago, aún a las 3 horas de infección. Estos he· 
chos hacen considerar que el proceso de fagocitosis del J/iitoplas111a es lento. 

El estudio de la infección in vitro de macrófagos periloneales de ratón con /listo­
plas111a ca/Jsulatum en microscopia electrónica, sugiere que el fenómeno fagochico parlt 
/lis111plcw1111 se procesa en tiempos clifere111es a lo esperado para uu·os microorganis­
mos imracclulares (1\/. t11btrwlnsis, por ejemplo). Además, se ha visto que durante los 
tiempos de infección más largos, 3-24 horas, existe gran ac1ividad me1abólica ele la cé· 
lula fagochica y parásitos en diferentes etapas de digestión. En el proceso de elimina­
ción del parásito hay imágenes que sugieren unión fogosoma-lisosoma (Fig. 5 ). 

En algunos campos por microscopia electrónica se pudieron observar internccio· 
nes linfocito-macrófago con aparente daño del linfocito. Estas imágenes son poco fre· 
cuentes en los controles sin infección, lo que sugiere un posible efecto citolóxico, me­
diado por el proceso infeccioso, de los macrófagos sobre 01rns células. El marcado con 
isotiocianaio de íluorescclna del hongo y Mycobaclai11111 (utilizado corno cepa de refe· 
renda), mostró la presencia de Histoplasma en los diferentes tiempos de infección, 
mientras que Mycobacteri11111 se encontró escasame111e (Fig. 6 ). 

De acuerdo a los datos anteriores, se considera que 11. caprn/a/11111 y ,\/. t11berc11/osis 
presentan diferencias durante el desarrollo del fenómeno fagochico, debido probable· 
mente a que exista un proceso de facilitación marcada para J l. ca/m1/at11111 en su en1rada 
al macrófago, mientras que en M. t11berc11/oris tal mecanismo sea menos no1orio, lo cual 
implicarla asumir que M. tubtrc11/osis casi no es fagocitado, o bien que comparado con 
fi. caprn/a/11111, M. t11btrc11/osis a la misma dosis entre n¡¡\s tempranamente y es r;\pida­
mcnte degradado, de ahl que no se detecte su presencia (apagamiento de la lluores-
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cencia), lo <¡ue podrln sugerir que el apagamiento de este microorganismo se deba a su 
conslante y rápida en1rnda al macrófago. 

Los resultados preliminares de esle estudio apoyan la idea de diferencias en el 
evento fogochico cn.tre los microorganismos intracelulares estudiados. Actualmente el 
trabajo está dirigido a delectar los cambios en la relación macrófago-hongo en una in­
fección sincronizada, manejando cepas del hongo de difercn1e viruleni:ia y ilosis mas 
criticas para la resolución del proceso infeccioso. 
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Fit. 1 Macrdfqos Infectados con lnaduru ele H . ....,w.... Se1r1baj6 con 1 a 10' macrdíagoe y 5a 10' le­
•aduru. Poolinfección lu a!lulu fueron teilidu con Giemla. Se oboena la llpka imil"n de la faiu dp1u­
la del honll". Lev • 1 .. 1dura. N • n4cleo. 
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..... 2 Mlcnlpda _.... (45GOX) ................. _H . ...,..., loe SlllblUIOlcle inlK· 
d6n: N • nlldeo, M • mlt-*ia, UL • ntlclllo enclaplúmlco lilo, V • vacuola, P • p1eud6podo, 
Het • heleioc111ma1ina. 
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Fig. 3 Microgralla electrónica (9000X). Macrófago a las 3 horas de infección, con una levadura en su intc• 
rior. N • núcleo, M • mitocondria1 Lev • levadura!. 
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f'it. 4 MictosnJlael<etnlnlc1 (4500X). Macr<.lqo11u24horude lnfeccl6n, mamando WlllflnYICU0-
11 con lb undante clllrillucelullr y probable de11ruccidn de un Unfoclto. V • vlCllOla, RER • retlculoendo­
plúmlco IU!IDIO, M • mltocondria, U. • 1i1010mu, Lin • linfocito, N • mldeo, PN • poro nuclear. 
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F''I. 5 Micraplll.l electr6nicll (4500X). M1Cr61qo a lu 24 horu de lnfftcl6n mo1trando diferen1t1 sr•dol 
de cli9'1lión del ho"I"• RER • retlculoendopl•1mico ru1oao1 P • p1tudópodo, N • n~cleo, Nu • nucleo­
lo, PN • poro nuclear, V • vacuola, Lcv • levadura•. 
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Fi1. 6 Mkropflu clptic&1 de H. ,.,,.i,.,.,., M. 1116mooloiit muacb con ilatiocianato de 11...._..., • 
difer<ntea liempoo de infección: 1) Ominu1a1, 2) 5 minutot, 3) 15minu1111, a)ff. ~y b) M. ,...,..._ 
sis. 
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INMUNllLOGI¡\ 
lllSTOl•l.JISMUSIS 
l'llDNi\SA 

C:OMl'l.HJO INMUNH 
INMUNOlll l'USION 

c1.ums11lAs.\s 

inmunología 
dela 
histoplasmosis: 
aislamiento 
de un complejo 
polisacárido 
-proteína 
con actividad 
inmuno'específica 

1 \11 

Se aisló un complejo polisacári1lo·prOlCÍna 
(Cl'l1) de: una cepa de llistoplarnu1 cupsulatum, con 
muy lmcna cspcciíiJad en inmunudiíusión en gel 
(IDC;). l1or acción de la cntima ~ ·glucositlasa 
!tic observó pérdida Je actividad en lllG 1lcl anti· 
geno cstu1liaJo, en lillUO 1iuc el traumicnto 
con calor y enzima protcolitka (ptollilsa) no al· 
tcró la acliVilliul del an1Ígcno Cl'P. mio sugiere <1uc 
la cspccificid;aJ de é:nc rcsi1lc en la fracción po· 
lisacáritlo. 

L;1 electroforesis en gel Je poliacrilJmillil 1lcl 
:uuí~cno CPI' prC.M.lujo una sol;a hoan1lil, rcvclJtla so· 
lamente por el rcac1ivu tic Schifl' (11AS), lo 1¡uc in· 
1lica su prol1al1lc ~r .t1l11 de pun.::t.a. 1 t\rd1. lnW!>t, 
Méil. (Mé•.) H: Y 1, 1 Y77. I 

a partir de histoplasma capsulatum 
Ml\ltli\l,lJl:ll\'l'hVl.Clll 
1.u1s 11, 110JAl.11. 

i\l.1d.1 1.111·1'.1 'li1y/11r, lkptnhuncurn d.: fü:uluwí• llu· 
11111111&, 111n1l1111l 1lc Aoh·1lkl11w 1 ll11lvr1•l1l11I N1~ltm1I /\l116· 
11u111111lr M~-ku. 

l.11/1 I', l111J11/1, lllvhlr•n lh' t:k11d .. Ulull1.alr,. ~ tlt 11 
S1lu1l1 llulvL'1•l1l111I /\111fi11111n1 Mr11u¡1ull11111111·Xmhl111lh:u. 

llcdl1l1lt11l:Z1lt ucllll11c 191(1 
l\6.'.r¡111tln1 25 1lc uuvlcmhrc IS/76 

Sulkihul 1!t •11lur1lru1 (n·1111t•l for rC'prl1111)1 M. 1'11 
i:, 1'\1.111°11 l.u1'1°11 li1ylur, lkp1ul11111·111111li: H1:ulu~(11 llu1111• 
1111 1 1111rnlu1I tic Mt1lld111, UNt\M, Mhku 211, U,1:, 
Mhk11, 

1.os cuadros clínicos ori¡:imulus 1111r el 
hmtHll lli>'l11/1/11>"111il 1.·11¡1~11/11111111 1111c1le11 .\er 
1trnvcs1 lrnsrn murtnh:s en :1l1tmHts OL'ttsiuucs 
Las 11rudms i111111111ulí1¡:icas a las •111c se 
M.clc recurrir p:1m la hi.\tuplasmu•is ( 1• 1 ), 

1 11·1·~c111a11 gn111 uúmcrn il1: li111i1ari11111:s, 1le· 
1i1lus pl'Ílu:ipal1111:11tc a la 11aturalc1.a 1lc lm 

11111 í¡:c1111.~ tr:ulil'i1111ah111·11tc 111ili1.a1l11~ (l ·IU) 

y 11 1111a a1111•lia gama ilc n°al'ci11111·s 1·1111.11· 
ilns con 111 ros ¡:é111"ros y cs111:ci1:s 111: hon¡lus 
ca11su111cs ilc cuadros nusolú¡:icus ~c111cja11· 
tes( 11 "ªº). 

l.a cstn&L'lltm ;111tigi-nica 1lc //Í!ltu¡1/11rnu1 
1:11prnl.r111111 ha siilu a111plia1111·111c 1·M111liad:1 
lk los 11·al1;1jus p11ltli1':11l11~ has1:1 la frrlt.1. 
1111i1.:ís el 1'111irn •111c pn°M011t:1 1111 anti¡:rno 
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con buen grndo de especificida1l para //. 
C11pmla111111, es el de l lciner (11 ), <]uien 
aisll1 de la hiswplasmina hruia dos fraccio· 
nes antigénicas específicas denominadas an· 
tígeno JI y antígeno ,\1, Estus anu'gcnos 
fueron posteriormente purificados por 
llickerson y Buscy (21 ), quienes comuni· 
caron que canto la frncción H como la frac· 
ción M eran proteínas. En 1972, Ehrhard 
y l'ine (2 3 •H ), buscando en cultivos de 
11. c11ps11/a111111 las condiciones ideales 
para la producción de los antígenos 11 y 
M, encontraron que la aparición de estos 
dependía rnntu de la cepa utilizada como 
de otros factores, tales como 1cmpcramrn, 
¡111, inóculo de fase lcvadurifurmc, culti· 
vo en agitación y otros. En el aiio de 1974, 
llrndley et 11/ (15 ) obtuvieron más informa­
cilm acerca de cscos :mcígcnos: canto el :m· 
tígcno /1 como el M tienen peso mnlccu· 
lar aproximado de 200 000 dal111ns; aun-
1¡uc son una mezcla de proteínas y carhu­
hidrntos es la fracción proteica la parce 
tmís importante de estos ;1111ígenos. 

lle los trabajos ¡1uhlicados se desprende 
<]~: . 

1. La actividad inmunológica de la his· 
1oplasmina es variahlc, dependiendo de la 
cepa de origen y de las condiciones del 
cultivo. · 

2. Las rc~ccioncs cruzadas con sueros de 
enfermos infectados con hongos que produ­
cen cuadros clínicos semejantes cons1itu· 
yen un problema para el diagnóstico ctio· 
lógico diferencial de es1;1s enfermedades. 

3. Los antígenos JI y i\1 de lleiner, con 
todo y ser relativamente específicos, se 
hallan sujetos a una serie de variaciones 
c¡ue hasca el momcnw no ha sido posible 
controlar, por descomicersc casi en ahso­
luw la fisiología de csws organismos. 

4. Existe gran preocupaciún por encon­
trar antígenos 1mís est:thlcs y es¡1ecíficos 
para llistoplas111a ¡ así, es frecuente ha· 
llar trahajos que indican actividad :mtigé­
nica de alguna fracción proteica(' ,1•-a), 
otros en <¡uc se sc1ial:1 que la actividad an­
tigénica rcsi1lc en fracciones tic pnlisac¡\­
ridos (19 • 30 ) y mros m:1s 11ue 111encionan 
<¡uc la actividad an1i1~énictt ,reside en com­
plejos polisacárido·prutcína (l l·l 3 ). Es de­
cir, prevalece la necesidad de obtener 
un amígcno específico y estable, como 
problema m¡:cmc a resolver en el cs1111lio 
médico y biológicn de esllls hongos. l'or 
mi vinud, se diseiió una investigación 
orientada al aisla111iento de un :mtígcno 
más eficiente para el diagnóstico difcren· 
cial de la histoph1s111osis, teniendo en cuen­
ca: a) que las fracciones anligénicas 1lc //. 
c11ps11/11111111, por hall;trsc parcialmence puri· 
tieadas, contienen proporciones v:1riahles 
de proteínas y polisadriilos ( 2 2 , is • 11 

3o • l 3 )¡ y h) <1uc el componente celular 
con mayor característica :uuigénica en cs­
ws y ocrus microorganismos es 1:1 pared 
celular (25 • ,. • 3 6 ), cunstituiila principal· 
mente por pulisadriilos y glieoproteínns. 

Este crahajo describe los resultados oh· 
tenidos con un complejo polisadrido·pru· 
tcina (Cl'I') aislado de llisto¡il1is11111. 

Material y méwdos 

C111111s 11tilio11d11s. /Jis111pl.is11111 c11psufo· 
111111, cepa número 2256 del Instituto de 
Salubridad y Enfermedades Tropicales de 
México (ISET); Coccidioides i111111itis, cepa 
níunero 21H 1le !SET; 11/aswmyces 1/er· 
11101titidis, cepa sin ní1mero de lSE'I' y l'a· 
rnc:o,;ddioídt!s bmsi/fonsis, cepa núrncro 
5510 de !SET. L:1s cepas fueron 111a111eni· 
das en medio de Sabouraud sólido. 
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MJtodo de i111111111iz11ció11. Los sueros hi· 
perinmunes de llist11¡i/11rnw, CtJccidioidcs, 
/l/11sto111yces y 1'.m1coccidioidcs fueron ohtc· 
nidos por inoculación en conejos. La dosis 
inoculada fue de 3 mg de peso seco de mi· 
celio 111ucr10 con formol, con o sin adjüvanle 
le Freund, :ulminis1rando a cada anintd 

cua1ro ·dosis, a rai'.Ún lle u11a cada scm;ma, 
usando .:nmo vía de administraciím el coji· 
ne1c pl:1111ar. ' 

S11cm.< 11tiliz<11/os. Se estudiaron en tulal 
.J(o especímenes. 11 los <1ue fueron enviados 
sin preservador se les adicionó una gota <le 
Menhiolate ® <fil nido 1: 1 O 0011 por c;ula 
mililitro de suero. Los sueros <le origen hu· 
mano provinieron de casos. comprobados 
de histoplasmosis, coccidioidomicosis y 
hlastomicosis y fueron obtenidos por cor· 
tesí:t del doctor Osear Velasco del lnsti!llto 
de Saluhridml y Enfermedades Tropicales. 
Las características de los sueros utili1.ados 
están descritos en la tahla 1. 

1\11.ilisis 1¡11i111icos. La canii<lad de prn· 
tcínas con1cnida en el antígeno fue 1lctcr· 
minada por ahsnrciún a 21111 111n y su con· 
cm ración estima<la tamo pnr el ml-t mio 

de Lnwr¡• (' 7 ) como por micro Kjcl· 
<lahl e.). l.os carbohitlratos se determina· 
ron pnr el método de la antrona <3">. los 
:ícidos nuckicos por su absorción a 260 nm, 
el DNA por el método 1lc la p·nitrofenil· 
hidra1.ina· (4 0

) y el llN/\ por el método 
del orcinol (4 1 ). 

llc11ccio11cs scrológic11s. Se empicó inmu· 
nodifusión en fcl (1 DG) según la técnica de 
Ouchtcrlony ( 2 ), Para la preparación del 
m;itcrial se utilizó agar Noble al 1 % en so· 
lución salina Eo1ónica )' a1.ida de so1lio :11 
O.O 1 i como preservador. 

l'rep.11·acici11 de bi<1oplarn1i1111, b/11sto111i· 
cin:t, paracoccidioidina y coccidioidi11:1. 

TAlll.A l. llEl.ACION V '1'11'0 llli !.OS SUlilUJS 
UTll.l'l.ADOS 

su1mns llUMANOS su1mo llll'lilllNMUNI! 

CONEJOS 

Númc:rn5 '11pm; Núnmus Ti pus 

1 .1 6 t.'11ui./11111/1·, 22 al 27 t.'111 .. ·d,/111i1/I'' 
7 al 12 lfü1upl.1sm11 2K al ll lli\111pl.1r11J.1 

ll al 15 IJl,1u11myn·1 J.I ll/.1u11111yl'1°l 

tóul 21 N111111alL"~ JS 111 ~u HH1H'11rrn/itii· 
1/1•J 

41 al ~6 Nu1111 . .io 

Los antígenos fueron ohicnidos por culti· 
vo de las distintas cepas en medio de Smith 
con asparagina (4 3 ). Al cabo de seis meses 
de incuhación las cepas fueron mucrrns por 
tratamiento con formaldchido :11 1 't,. El 
cultivo f1¡e pasado a tral'és de un fil1ro 
Scitz y el filtrado constit11yíi el antígeno 
hruw a partir del cual se 1rahají1. L:t lilas· 
10111icina, parncoccitlioitlina y con·i11ioi 
diua brutas fueron 11s;11las ;0Ja111c11te como 
an1ígcnns dl' prucha. l.a his1uplas111ina loru· 
ta fue la fuente de origen de la fracciím 
husca<la. 

l'rcp1m1ció11 del a11tíge1111. Se ohtuvo 1lu· 
rantc el fraccionamiento de la his1oplasmi· 
na hruta. Se empicó la técnica Je Kirhy(H) 
adaptada por l1011ill:1-Soto(H • 4 6 ) para el 
aislamicnw de glicoproccínas y modifi­
cada de la siguicme manera: a cada diez 
gramos de filtrado, se agregaron 1 S mi de 
fenal liquido; la mezcla se inculió :1 56ºC 
por una hora, con agitación oc:1siunal¡ se 
enfrió a Cempcracur:i amhicn1c y se ccmri­
fugó n 500 x g durante 20 minucos. 

Se removió c11iJ.ulosa111en1e la fase aeuo· 
sa, mezclándola enseguida con tres volú· 
menes de alcohol ccílico al ~5% y se incu· 
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hó por 2+ ha 5"C. Después de 24hel1ircci· 
pirndo fue recuperado por ccmrifug;1ción 
a 500 x g durancc 20 minutos. El precipi­
cado fue disuclcn en >olución salina o agu;1 
descilaJa )' repn:cipi1ado mra vez con eta· 
nol al 95%. Se repicib es1;1 última opera· 
ción, disolviéndose el precipiiado lin:tl en 
agua cfcsdlada y dializando cunera agua 
descilada durallle dos elfos, camhi:tndo el 
agua !res a cuatro veces al día. Finalmente, 
el precipi1:11lo •1ue com1i1uyó el an1íge11u 
(Ci'I') fue dimihuido en alicuucas, liolili· 
z:idu }' comL'f'\':ldu" ·-20°C. 

'/;il/,1111íi.•1110 de la fmcd011 .111t(i:c.:11ic11 
(Cl'I') co11 pro11.1s.1. La digestión enzim:i· 
cica con pronasa ( Lau. Alcrck·l'ronasa 
E-70 000 l'uk/(;)(4 7 ) se llevó al eahn ha· 
jo las siguie111es con<licioncs: solución 
huffer de fosfaws 0.15 ,\\, pll 7.4; tiempo 
<le digestión 24, ·18, 72 h )' 1 semana; cem· 
pcr:11ur:1 de di~c>ción a 37°C. l.a c:unid:ul 
tic cnl.ima u1iliz:ula C> el equivalc111c al 
0,5 ó 1 ·~ dd peso de pn11cín:1 de la mues· 
lnl. La 1li¡:cs1ión rci¡uierc la presencia tic 
C:1CI, o.o 15 Al, AlgS04 tl,OJ Al y una u dos 
go1:1s de wluenu para cvi1:1r com:unina· 
ción. Como 1csiigo · de digestión de pro· 
nasa se usó alhíunina huvina. Se hizo !:un· 
hién un blanco co111enie11do wdos los crnn· 
ponenles usados, con excepción del a111íge· 
no, con el ohje!O de confirmar el problema 
de au!mligcstión de esta en1.ima. i'ara el Ira· 
tamicnto de una semana con pronasa, ésta 
fue añadida 11iaciamcntc a los 1uhos usando 
la mi1:1d de la cantidad usada en el día 
amerior. Para control de digestión se de1er· 
minaron los grupos aminos liurcs por la 
pnieba ¡(e la ninhidrina (4 • ), al inicio y al 
linal del 1iemp11 de digcs1ión, usando li· 
sina como tcsiigo en esra prueba. 1\1 sépti· 
mo día se <lcmvo el tratamicnw pur con· 
gelación. El cfcclo de la pronasa en el an· 

cígcno (Ci'I') se dc1crminó por inmunodi· 
fusión en gel, utilizando como control el 
anti'gcno incuh:tdo con pronasa previa· 
mente inacrivad;i por el cillor. 

Tr,1tt11ni1!11to ,¡,_,. /(1 fr11cció11 11111igé11ic'1 
por mle11t.1111ie111a. El amígeno se llevó a 
ehullición por JO minuws. El efecto de es· 
te 1rarnmienw fue también probado por 
inm11nc1difusión 1 investigando su rcat:livi· 
dad frcnie a sueros de hiswplas1nmis. 

Tr11t1111úe1110 de ¡,, fmcció11 1111t(~J11ica 
con l'i y ¡J._~l11cmid11s11s. (4 • • 5 0 ). Las enzi· 
ma> (Lah. Sigma) fueron utiliudas separa· 
dame111c. Las c11ndkinnes de ll'ahajo son 
las siguicutcs: l. para a-glucosidasa: pll 
óp1i1110 de 6.1!; tcmpcraiura de incubación, 
37°C; 1icmpo de digesiiéin, 41! h. 2. Para 
/l·glucosidasa; pi I óptimo 4A a 5.25; mn· 
pcr:m1ra de incuhación, 37°C; tiempo de 
iligcsdón, 41! horas. 

C;ula una de las enzimas fue incubada se· 
par;1d:1men1e con el :mtígeno. La c:uaidad 
1lc ell'Lilll:i 111iliz:1da corrcspllnde a 1:1 déci· 
nrn panc de la cantidad de carhohi1lr:itos de 
la muescra. Comll tcs1igo se procesó el :111· 
tígcno con c:1da una de las enzimas prcviil· 
mc111e i11ac1il•ad.is pur el calor. Se hi~o la 
de1er111inació11 de la acción de las cnú· 
mas por Ja prueha de i11111unodifusión 
en gel. 

H/1:ctmforesis e11 gel de ¡wli11crii<1111id~. 
Se trahajó según el mérndo de Davis (5 1 ), 
La columna del gel de poli:tcrilamida está 
formada por dos capas: una con gel separa· 
uor o resuhnivo ue poro pei¡ue1io donde la 
separadún 1ienc lu¡¡:1r y otro con gel con· 
ccmrador de poro largo don.Je se cuneen· 
tra 1:1 muestra. Las n111esrras del .1111 ígeno 
fueron disuelt:is en buffer de fusfaco 
0.01 Al. Se aplicó un volumen de 0.2 inl Je 
la muestra conccncrada con sacarosa en 
la camidad suficience para hacerla más 
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TAllL/\ 11. INMUNOIJIFUSION EN GEi. llE LA Fll/\CCION /\NTIGENIC/\ (Cl'I') 
OllTENllJ/\ llE VAlllOS LOTES IJE EXTllACCION IJE 1.A lllSTlll'LASMINA 

/\111isucrus hutnanus( •) 

t>ifcrcntcs 
11111.:s ex· 
11;1..:dún 

tlclAl:·t:l,1 

1 

Sucr11:. ~ucros Sueros 
1 :liri 7 :1112 13"1 IS 

(Co,d) (lfülo) (111.ISIU) 

Suero:. S111:ru:. Suc1 u:. 

111 al 21 22 al 27 211 :11 B 
(Nurm.11) (Cui.:d) O lblu) 

Sucru?. Sueros 
H JSal·lll 

Sueros 
.¡ 1 al ·111 

(IU;1s10) (Jl,1ra1.·uc1.:i) (Nurn1;11) 

2 
l 

(') Tmlo~ los ;1111i11ucnh prc~cntau ac1iviJaJ en IUG con :.us; .1lllÍboe111>s liru1os conc:!tpomlicnu:s, así como con la 
histoplasmina bruta. 

1ic11sa que el huffcr clcc1roforélico (huffcr 
1ic glid11a), l."' 1:clcs separ:11l11rcs 1c11í:111 
5 rm dt• 1a1w1 )' l\tt•run pulimcrizados t'n 
111hm .¡,. vid1i11 1k ll c111 ,¡.,largo por ·l 111111 
lit• di;inu·1r11 it1ll'r1111. l.os ~clci. 1.·unccutra· 
dures formamn uua col11mn:1 de l c1n di! 
largo l'll 1:1 panc superiur 1k los geles se-

aradlircs. 
El tiempo de electroforesis fue de 120 

minutos a 2 mi\ por mbn. Se usaron algu· 
nos gdcs para testigos, unos como control 
de la sacarosa y otro como control Je! pro· 
pio gel. 

Los geles fueron coloreados al linal de la 
electroforesis con amido lle Schwnni o 
con l'AS. 

l'rnc·.,di111fo11to Jhll'<I la colomL'iú11 dc l'l\S. 
Lo> geles fueron fijadus en etanol durante 
JO minutos. Al fin de este tiempo se sumcr· 
gienm en ñcitlo periódico al 0.5'!,, duranre 
15 min. Se lavó de 5 :1 10 veces con :1~110 
desrih1da, \O miu, cada lavada. Se s11mcr· 
giernn los geles en rcac1ivo de Schiff du· 

ra111e 15 a 20 111in. Fiualmcntc se lavaron 
11 a l ll vcn·s "º" l INI > 1 :il ll.-f'), y f11.,n111 fi· 
ja.tus <'11 f11rn1:1ldl'hid11 al ·lll·: .. Si lus ~l'i<'S 
to 111;i li;m r11\11r rn,:ulu, !-.l' co11sidnl1 tpll' 

los haúos :11\ll'l'lllll:s no hahiau si1ln ~ot'i· 
cil'ntcs )' ~l: ks repitió. l.:1 prc~l'IVadún 
1lc los l:dcs se hiw en fur111ahlchido al 5'·h. 

l\csuiladm 

l.a fracción anrigénica final aisla.Ja de la 
histopl:1s111ina hruta consisriú en un prccipi· 
tallo c1, etanol al que se th:nominó CPP 
(eo111plcju pulisadrido·prolCÍ11a). Un ltllal 
tic sie1e lurcs del an1í~enn C:l'i' fueron ex· 
1rnidos y prohados en las 1lis1in1as 1éc11i· 
cas y métodos utilizados en c~tc trnhajo. 

1 nidahncntc se invt:st i~ó \:a :lctivid;lll lle 
esta fracción desde el punto tic viMa inmu· 
noló~ico, utilizando para csLc lin la rcac· 
dónde i111111111odifusió11 en el gel (IDC;), 

llc,n·,·i<i11 "" J/JG. \.a 1ahl:1 11 muesira 
la :1clivid;td cncm\lrada en la im1u1111Hlifu-
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5 

Fif. 1.1-.odlfíííl6íín .. cond'Mii;tno<:Pfdc 
H. ,.í#JO,.., (lace ZI .,, ,...,.,. di íí/4i1.,.ym (IJI, 
,.._O<riiHOUí1 IH), CotaJjOIJi, (1) e Hiít#ífl• 
(7). La ""'"'ª de 100 fut <ol0ttada <ao • .,Ido tl«t 
al0,7\eniddooclti<o. 

sión en gel, empicando la. fracción de H. 
c11p1u/11tum (CPP). Lás placas de IDG que 
contenían ,el antígeno resultaron positivas 
solamente para los sueros de enfermos con 
histoplasmosis (Figs. 1 y 2). Las bandas de 
precipitación aparecen únicamente en los 
sueros humanos de pacientes histoplasmo­
sos, siendo negativas en los sueros de ani­
males hiperinmunizados con Histop/11sma. 
Además, no se observó un solo caso de 
reacción cruzada con los sueros de pacien­
tes y animales hiperinmuniiados con otros 
agentes de micosis relacionadas (Coccidio­
áes Blastomycesy Paracocciáioides). 

Determinación química. Después de 
comprobar la reactividad inmunológica de 
la fracción aislada, se procedió a obtener 
información de su romposición química. 
Los resultados de las determinaciones quí­
mica.• del antígeno CPP se ilustran en la 
tabla 111. Como puede observarse, el anti-

Fi,. :i. lnmunodirííil&i en pi con el ,.,¡¡mo -Cl'P 
de 11. c•P•"~,. .. dote 4) 111. 1ucr<11 humanos Ck hi110-
plummis (ho)'OI no. 7, I, 9, IO, 11, 12). 

geno aislado está formado fundamental­
mente por carbohidratos y proteínas. La 
relación entre estos componentes es bastan­
te estable en Jos diferentes lotes analizados. 

Parece import~nte destacar la ausencia r' 
material nucleico en el antígeno (ver t" 
bla 111), a pesar de que la técnica utiliza­
da para la obtención de éste e•.), constitu­
ye una modificación de la técnica para la 
extracción de RNA e••). 

Con el fin de determinar si el compor­
tamiento del antígeno en las pruebas inmu­
nológicas dependía del complejo polisa­
cárido-proteína íntegro o de alguno de sus 
componentes por separado, se sometió el 
antígeno a tratamiento con una enzima 
protcolítica y tratamiento por calor a ebu­
llición, para inactivar su parte proteica, 
así como a. digestión con cr y ~-glucosi­
dasa para destruir su fracción polisacáriilo. 
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TABLA 111. DETERMINACIONES DE CARBOHIDRATOS, PROTEINAS, D NA V R NA 
DE DIFERENTES LOTES DEL ANTIGENO DE H. Capsulatum (CPP). 

DifercntcS lotes 
· drl and1eno de Relación enne ,.,,,lllatulff (CPP) % Contenido(•) .carbohidsltOI 

(Núm: lotes) Clrbohidmos Proteínu DNA RNA y proieínu 

31 
2 54 
J 11.5 
4 56 
5 7J.5· 
6 46.5 

27 

c•11.oo "'°"'de po,.....rjt ..W. ..,.-ca bue dtl 
,_ ..... del ............... ,..,.., ... ,_ dctn-

- por ... l9lcodoo de ...,....,. y mim>Kj•~ 
dolll1 lm ~por el Modo de 11Kroas1 
el DNA por la ..a de la .... laofmllhldrulaa y 
11 RNA por la ..a dll Otdaol. 

(-)No detectable. 

Trt114mienro del Gnt(geno CPP con pro· 
.1S41 y por c11/or. La inmunodifusión en 

gel del antígeno uatado a ·diferentes tiem· 
pos con la enzima proteolltica · pronasa 
mostró el mismo comportamiento dan· 
do banda de precipitación desde 24 h has· 
ta la semana de tratamiento. En la figura 3 
se ilustra el tratamiento durante 48 horas 
con la enzima·. Los· resultados obtenidos 
por IDG, con los sueros de histoplasmo­
sis indican que la parte proteica de este 
antígeno no juega un papel decisivo en la 
especificidad del anticuerpo. Con el fin de 
ratificar el resuliado obtenido por el ua­
tamiento con pronasa, se ·resolvió desna­
turalizar la parte proteica del antígeno por 
calentamiento. El resultado corroboró lo "ya 
encontrado con pronasa. 

8 75 J.87 
12.5 4.32 

J.I J.70 
11.5 4.86 
15.5 4.70 
IJ J.57 
8.5 J.17 

fff, J.·-- .. pi del ••p-OP dt H.,.,.¡,,.,. (low 91 tralodopoe ---41-
¡¡e d!jñí!6íí. E8 .. •JftO ~ ~ 
aleo (S·IOh anib ..... lf<noOI'~ ......:: 
'""°CH aaiíiiO ... ,..... lllli •ijOCiiiiiíi ,_ 
.. íGI& (111111 li lí<jííiíRIHíítljñlOQP íñíiiiO_,.... 
n-laoctiftda,..calar(IYI. 
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Tratamiento del antígeno CPP con a y 
~-glucosidasa. La actividad de la enzima 
~-¡¡lucosidasa sobre la parte polisacari­
do' del antígeno fue muy significativa, ya 
que esta enzima inhibió la capacidad del 
antígeno para reaccionar en 111.G frente a 
suero histoplasmósico. Esta acción está pcr· 
fcctamcntc determinada en el experimento 
de digestión con la enzima a través de los 
controles empicados (Fig. 4 ). La otra en· 
1.ima utilizada a -glucosidasa) no tuvo nin­
gún efecto sobre el antígeno. 

Para identificar el número de componen­
tes 'presentes en la fracción antigénica 
(CPP) se decidió analizar su comportamien· 
to durante electroforesis en gel Je polia· 
crilamida. 

Electro[ ores is en gel de poliacrilamida. 
La electroforesis de seis lotes del antígeno 
CPP usando gel separador y concentrador, 
mostró una sola banda, revelada solamente 
por la coloración de PAS (Fig. 5), que sir· 
ve para teñir especialmente carhohidratos 
y glicoprotcínas. Estas pruebas fueron rcpe· 
tidas varias veces utilizando en cada electro· 
forcsis dos geles sin muestra como testigo 
para la sacarosa y un gel sin muestra y sin 
sacarosa como testigo del gel (Fig. 5). 

El siguiente paso consistió en identifi· 
car si la banda separada por clcctrofore· 
sis en poliacrilamida cotrespondía rcalmen· 
te al antígeno CPP. Para ello se localizaron 
previamente las posiciones de las bandas 
reveladas en PAS, se cortaron las porcio­
nes correspondientes de un gel no rcve· 
lado y se les probó por inmunodifusión 
en gel. La figura 6, muestra que realmente 
la banda obtenida corresponde al anti· 
geno CPP, en vista de que retiene la capa­
cidad de reaccionar con el antisuero de his· 
toplasmosis. Además, ·.se puede ver identi· 
dad con el anlÍgcno CPP empicado en la 
IDG como testigo. 

PiJ, 4. lnmunodifu1i6n en ..:1 dl'I antlccno.CPP de 
11. capsufiJtllm (lote 6) tntado por lJliucosidua con 48 
liOril(JCJ;Fdíó~lfo ti 11".tirodd «nuo1ucro dt 
~~~~Pl~~S_.:12)1 • 11 a~q~_i!.lJS~liOCPPTAT; 
arriba-1ntl1tno CPP n111do con l!jlucosklau activa (8)1 
a la Jcrccha·a~!fi!n<K:PP·tratado con ucotklua inac-
lÍVa~~~~~.¡_~nuol de ueotldasa so-
la (O), 

Discusión 

Los ,resultados obtenidos en el desarro· 
llo. del presente trabajo con complejo poli­
sacárido·protclna (CPP) aislado, permiten 
hacer varias tonsideraciones. 

De acuerdo con los resultados de las prue­
bas IDG se podrla concluir .que el anti· 
geno es altamente específico pará rcac· 
donar en esta prueba con los suero~ obteni· 
dos de casos humanos de histoplasmosis. 

Un dato que llamó la atención de los au­
tores desde el inicio del trabajo fue la au· 
senda de reactividad del antlgcf!O con 
sueros de animales hiperinmunizados. Se 
pensó que este fenómeno fuese resultado 
de alguna variable no controlada en el mé· 
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1:ig. 5. Srp1ucl6n del anlÍ¡t'no<:PP Je /1. capsulJJlum 
ror rltcuofor~¡-·rn-ifl d~-¡,OiflCiilainlili.-LóS-~!c5 CJllñ 
Cnñüñ1Crid~n-c11f~lcntc iS(júC~:-NO. 1 ylf:i!!· 
ti¡¡:o de saurou1 lll•An1I¡cno lmc 2; IV·Antí1cno lote 
l~{jcno 10tC4l .. Vl=An1{jtfíOIOtc;¡-v1i:-Antlgcno 
~l·An!}1t'no lOtr?;IX-·i·Citigo ,frfi!i:-·---==_ 

todo de inmunización, por lo quc se se· 
leecionaron para el presente estudio sola· 

ente sueros de animales que presentaban 
una reacción francamente positiva para sus 
respectivos antígenos brutos en IDG. Ade· 
más, se tomaron sueros de animales in· 
ducidos con diferentes cantidades de antí· 
geno, en. presencia o ausencia de adyuvan­
te incompleto de Freund, pero tales esíuer· 
zos por determinar esa variable que permi· 
tiera explicar los resultados experimentales 
han resultado estériles. Se sabe sin emhar· 
go, que también otros investigadores han 
encontrado diferencias en la reactividad de 
histoplasmina y otros antígenos de H. cap· 
sulatum con sueros d~ animales inmuni1.a· 
dos, infectadns o los .btenidos a partir de 
casos humanos, encontrándose que sueros 

PiJ. 6, lnmunodiíu1i6n en pi del anrlgcno-<:PP Jr 
11. c¡1psulatum Kpa~adO .. PDrPOii~lliiñidi:·st oiituvo-ií 
anlÍKfno- conarldOiaSiiiiillu Je pOii&CriJUniJIY cXiñ"· 
~WdO dd ~I-con ~J~~~~!t~~~ Asuj5~ª~~!!!: 
Ja-suero hi11oplumiKico (S) a la derecha 1uprrior·1n1i· 
¡t.ño-ePPWilldcrcch1 iní"i"riOf.AillijCño<PP'ltPirado 
Jtl ~¡ dr· lérifamidlffo~-··--- - -~~~ ·_ 

hiperinrnunes eran a veces más va veces me· 
nos reactivos que los provenientes Je ani­
males infectados y de casos humanos, 
dependiendo de la prueba serológica uti· 
(izada (7 • 3 0 • n • 3 6 • 52 ). 

Con hase en estas ohscrvaciones, el fe­
nómeno relatado tendría varias explicacio­
nes. Una de ellas sería que durante el pro· 
ceso de inmunización experimental se pier­
dan algunos componentes importantes del 
antígeno completo, situación que no se pre· 
scnta en animales infectados o en sujetos 
que contraen la enfermedad en forma na­
tural. Otra explicación se encontraría en 
' . ~aciones de la inmunología ex peri· 
mental, según los cuales, cuando se usan 
polisacáridos como antígenos, su capad· 
dad inmunogénica es ~ariablc en diferentes 
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especies animales. Así, en tanto que el 
humhre y el rnrón responden inmunológi· 
c;uncnlc bien a los polisadridus, cobayos 
y cmwjos lo hacen en forma 111{\s déhil 
( 5 ' • 53 ). Cahc pensar <¡ue eslU podría oc11· 
rrir eou la l'raedlin cmplc;iola en la pre· 
!lente i11vc~tig:h.:il111, en el Sl'lltido tic l¡t1c 
:-c:1 ininunu1~énic!' en el homhrc pero no 
en el concju, animal utilit.a<lo en el prcsl'll· 
le 1rnhajo. Es1c es problema que <lcl1e ser 
aclaradu en el futuro, c:uuhiandu de animal 
tic cxpcrimcnrndún en prúximos cns:l)'US. 

Lo::. cXpl·rinu:ntos aquí dc!:icritos pcrmi· 
1en definir las carae1crís1icas <¡uí111kas del 
:mt1'gc11u diciendo que cst.í. cunstituido pnr 
una 111l'tcla de carhohidn11os y pru1cín:1s 
en proporción tic ·I: 1 respec1ivame11te, y 
que csws cumpoocntcs l'St~í.n formando un 
complcju, ya 1¡11c a su aislamiemo se man· 
1k11c l'M:I rclaciún cstalill' de sus compo· 
lll'llll'~ t'll difrrcntl'S lotl'S d1.: l'\lr:ll'l'IÚn. E,, 
i1n¡111na1111• si·úal:<r 'I"'' 1·1 111<'111dn 111ili1.a· 
do para l'Xll'ill'4.."ili11 dd :11111'1~l'l\11 lll'l'nlill' 

abiar perl'n·1:11nc111e cu111pkjus polisac:iri· 
do·protcínas apanc de otros tipos de !-i1tl1s· 
ta11das l)HÍ1nicas cunw carlmhidr:itos, oichlos 
nudl·kus }' glkn11ru1cí1ws. 

Eu lo tocante al tratamiento cnzim;íticn 
para es1uili;ll' la aherahilidad del citado com· 
piejo, fue i11ves1iga1la la especilicidad de 
rc:1ccib11 l'll ID<; de cada fr;tcción tlcl com· 
pll'jo Cl'I' mt·dia111e ealc111amie1110 y por 
m:ciún tk pronasa }' de n }' P·gl11co~idas:1s. 
El omti'ltl'llo tratado con pronasa y por ca· 
lc11tamil·ntt1 no sufre ;1pan:ntl'lllt'ntc ca1n· 
hio!-1 en su activitl:ul inmunulúgica, hl'chn 
de viral i111porta11cia porque po<lrfa signifi· 
c~ir l¡ttc la parte proteica de la susrnm.·ia 
:intigl·nira tenga lllll}' poco qui! ver con la 
especificidad de la moléeula. l'or 01ro la· 
tlo, 1.1 respuesta ill ll'ilta111ic11tu con fl·glu· 
cusida.'ª de1n11es1ra clar:11ne11le 'llle el papel 

tlcsempeliadn por polisac:íridos en 1:1 cs1ruc· 
tura llcl ;ancígcno cstudiado es dc11!rminan· 
te, y;1 t¡uc l!sta c111.lma inhibe la rcaclivi· 
dad 1lcl :111t1'geno en i111111mudifu,ión en 
gd c11ntra Sl1en1 his1opl:1!.1lll1sir11. A1lc· 
m:1s, el hecho de q1H~ el ant 1'1~cnu ~c;1 :,en· 
!-tiltlc ;i P·~h11.·o!-iidasa y 1111 il n·¡d11L'll!-iid<1!-iil 
su~inc que la fr:icciím ¡111li,;11·;irido d 
complejo Cl'I' e>ié i'urm:ulu por IJ.i:lu· 
CÚ!'tidu!-i, 

ll;1rccc ;1dcm{1s i111por1;u11c sd1alar c11 
csl:l parle de l•l discusióu l.1 presencia de 
una o dos harnla~ de rc:u.:dlm del ;mtí~c· 
no en la prueh:t de me; (l'igs. 1 )' 2). Es· 
tas hand;is varÍ;m i:un el lote de cxnac· 
cióu del anti'genu }'los d:t[o:, oh1c11idos con 
los tnttmnicntus enzimáticos nu han acla· 
rado 1lcl1id:u11en1c este aspeew de los re· 
suh:ulns. 

11•11':1 l'OllOL'l'f 1:1 ptll'C/.il del ;1nt ÍgL'IHI, se 
pron~dit'i :1 a11ali1:nlo pur dl·rtrt11'tJ1't0 !-ii!-I en 
gl'I de puli.11'l'ila111ida (Fig. 5). l.:1 id1·111ifi· 
l'al'Íliu dl· una !'iul;1 li.111d.1 111l'di.mtl' ,1'1\S 
signil°il-;1 p11.,il1k11tl'11h: la ¡11l~!'ll'IH'ia dl· 1111 

solu tipo de 111oléc11la. l.o!<i rcM1hadus 11c~a· 
livo:, olttl'nidus al tratar tic revelar 01 ra-. 
l1:111lias con 11111ido bl.IL'k IO 11 p•lreecn si, 
nifica1ivos )':I que p11ede11 esrnr indic;111ilu 
que las prtlll!Ínas cncontr;1tlas l:s1é11 unidas 
a carhuhi<lr:itos, u hien 1¡11e es1<1 fracciim 
protcka unida o no a carl1ohhlr.1tos se en· 
cuentr:i en tan puc;1 c;11uidad 1 que no :il· 
c;111za a ser rcvcl;ida con el colorante es· 
pedfico para pro1cín:1. "Et hecho de 1¡ue la 
:u.:civitlatl del :uuígcnu esté pl'fft'~lamcmc 
demoslrada en la h:uula scp:1r;1d.1 del gel de 
poliacril,uni1la (Fig. 6) y pur llH; pc1111i1e 
conduir que realmente el anlÍgcno po:,éc 
un hucn grndu de pmei;i, 

Estas últimas consi1lcracin1tes dehL·r;Ín 
ser confirm:Hlas trata111tl11 al antígeno con 
métodos m;is dds1kos de d1.0!\pro1dni1.;1· 
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c1on y somctiéntlnlo a an;ílisis tic mayor 
cxactitml IJUC permitan su l'c'rdatlcra ca· 
ractcrizaciím. 

Ahsrract 

IMMUNOLOC.Y OF l llSTOl'LASMO· 
IS: ISOLATION OF A l'OLYSACCI 11\· 

ltllrn·l'ltcl'fl'.IN COMl'l.l\X WITll IM· 
MUNO·Sl'ECI FIC: ACTI \llTY. A pulysa< .. 
d1aridc·prn1ein compl<'.X (l'l'C) wi1h a hi¡:h 
spcciliL·i1y in in111111nodiJ'11sio11 in gel (llH;) 
was is11la1cd Crom a l/i,1op/,m11a ,.,,,,,,,. 
/<1111111 s1r:1in. ;\hllllt1)lh uuaffcclell hy 
pru1col)•lic cnzymcs (prnn;"c) and hc:ll, 1hc 
l'l'C a111igcn activil}' Wils dcstro}'Cd hy¡J·glu· 
cosidasc. 'J'hcsc rcsults suggcsr thal rhc 
spccilicil}' oJ' 1 he l'l'C antigcn might he 
locatcd i11 thc polysaccharidc fractinn. 
l'nlyal'r)'la111itfc gel clcc1rophorcsis nf rhc 
l'l'C amigcn gavc only onc haml dctcctcd 
hy Schiff's rca¡:cnr (l'J\S). 
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In a prC\lious publicalion it wa!li rc:poncd tha1 a f'l'I~ • 
saah.1riJc:-pro1c:in compk' (PPCJ. scnsili\·c 10 Jl·glu~os1· 
d:iw:, "ª' i)ola1cd frum /liiu•phuma ro¡•Ju/11111111. This 
complc• t1.a• )lrlln~I~ rta.:li\c m an a~ar gd diffus1on 
as~y "'ilh •t:rJ fron1 pa1icnl5 Mith histoplasmosis, bul 
"'ª' unrcilclÍ\c '4ith •..:rJ frum palicnls ~ilh cocciJioi· 
domrclhis. llcrc, lh..: •tuJ11a ~i1h human \Cr.t ha\c llt'..:n 
c~p.imkll 011111 ath:niph uc:ri: rnadc tu J~lc:nninc 1hc 
r~pt>n,c of mkc in1111mu11:d ""ilh non,·i.ihlc JI. rupwlt1° 
'""' ur Cuut11h1111fn 111111111u 10 1'J1C ur ih lkpro1c1nilcJ 
tractilln tll·Pl'CJ U)1n~ 111on: u:n1illi\'c h:)b fur ilnllhoJ~ 

anJ includin~ alui h:Sl for cc:ll·mcJiJlcJ im1111111i1~. 

tli\1opla~min und cm:ciJioichn \\trc: comp;ucJ "4ith PPC 
or i11 Jcpruh:m11cJ fra~uon 1D·Pl'CJ in ull Jh<ty~. In a 
cou111trun111u110.:lc.:m1phort\iii 1CIE) au.I)', PPC ·lntl 
D-Pl1C h:ü..;h:J onl) \lollh \Clil from p4licuh ._.,¡111 hi\tO· 
pfasmosi1. \.l.hcri:.:.is cro~s rc.1c1ions \l.Cft no1cd \loilh hhto· 
plas~1in JnJ c1XdJioiJm u1ii11g h.:1croloiou1i \Cr.a. CrO\S· 
r..:action v.crc ob\cnc:J "·ith ;11! four an1ii;c11 prcp.wrnons 
nntl ,bolh l)fl!:~ of Jnlhl!rJ uuns: a m1ern compkmcn1 
fi .... uion i.lii\.t)'. Tlu: il~\a)· (or m.1cropha~c migralhlO 
inh1hi1111y 1Jcrnr 1MU:1 \.l.i1\ uhu rdaincl)' IUlll\fl4.''11ii:. 
in tli.11 inh1l1111011 ''"'°11r1c1I "i1h ccll\ frum .1111m.tl1i \Cll\llÍ· 
l.CJ •hh /11111 1¡1lm11111 ur C'1wl'id111/d,•J u11o111g hud1 ho1111llo· 
1ous illlll l11:tcrulu¡:11u\ >tllllJ;l."m. In llic: lu111¡uJ ~MJ)'. 

hhrnpla~min .iuJ c'll"Cidiuid111 'Hrc highly cruwrc:ui:ci ... c 
i11 aninials s.:millll!~ "'"ilh 1hc: hctc:ruf11gous fun~u~. bu1 
the l'l'C t1nd D-1111

(.' frnm JI. 1·11p1ulu111n1 cl1c11c:d \ignili· 
c.tnl rcacliun\ only in aniruals s.cnsitiicd "'llh lliuopliUmu. 

Mo1ny in'vtslitalon hJ\'C s1uJ1cJ 1hc anlif!cnk 11ruc1urcof 
His11Jp/1JJmu cupui/¡J/Wll, ólllcmplini; 10 linJ ;in ;tnligcn or 

M~p.alholi>11,¡ ll, U1M66C19110J.Ol01~1!6& á00Hl·Oli1JS U.O. 

lfiitop\.ism;i ht>th ~ñ~ilÍ\c: .inJ ~J)l:c1fü: iñ ,Jilf1.:11:111i.al 
ICfü fllr lhC J1.igll\hl) ,,,. ;t¡;1nc: l11ih>pl.t~l1hhli 111. :?O, 
~.?. J?). Crm)·fCJclion; are: pJrticularly commun among 
l/nwp/u111111 wp11du1111N, Jliw1pla111111 thJioilii. Pmmuffi· 
t1im1l1·r hraJili1•mi1 Jnd B/1.1i11U11.1 n·s ,J,•r111t1111idiI (.?, IO, .?6) 

otnd ~om.:~hat common hm~c:cn //. 1"flpmlu111111 anJ 
C111·dJtllid1•s im11uus f7, 8. 101. D.t~i:J un immunoll'lgical 
studii:s w1th ~alJClom1111nJn~ and ¡;al11c10111anniln·pro1cin 
complc1cs holatcd and purili.:J from thc lll>Ct:h.11 ;mJ 
)'CJ'I ph:i)CS, or 11. Ol/IJ/ll.1111111. ll. diJitJUil, I'. bT1111h1•1nu 
anJ 11. 1l1•rt111l/llld1t. 11 h;u bccn ~u~¡;é\lcd lhtit .r.11.u:ldman· 
nan 111;1)' be 1111: a111i~cn cumnwn lo tho)c four funMi 
12. 10, 26). 1 he common ~.11111~~11 UI c;m.,inlf rcai.:11vi1>· 
bc.-1\\ccn ll. n1¡11u/1m1111anJ C. 1111111111' hil§ rio1 hccndclim:ll. 
but ir is '-"º"'" IO con1.1in /l·~luc>1ns in í1s sphcrulc:s 
ph<hc, In J p1cli111i11Jf) nuh: p11bli,lic1I from lhi) l.ihotal· 
lory ())), ho"c\cr, wc dc~cnbcd a pol)sa,ch-..nde-pro1cin 
complc"' (f'PC), hola1cJ form I/. mp.mlawm. \1l11ch. "hcu 
lc~tcd in an a~•lf i;tl d1ffu)ion cm. dc1cc1c:d a11tib11J1cs 
in sera from pa1íc:uu \Ulh hisloplJsmoi.is The PPC 
•mugen acli\"lt)· was dcstro)ctl by /l·i:luco~ill.1sc uc:al· 
mcnl bul proteol)li..: cnt)'mci (prouJ\C:) JnJ hi.:al 1l1J 
nut clli:i:i i1. 1\ ,¡•lt!lc bJnJ \lo,hJi:h:i;tc:J b) Si;hiff1i h.'.1llcn1 

~hl."11 U1c Pl'C 1~a~ ckcuoph111c\Cll llll ¡l4.1h;icr)l.11111Ji: 
gtl JnJ 111~ hJUd 111o·,1~ Jc1.;clc1I \lillh .1 ~1.1111 lur p1111cm. 

.S1111;c lhc l'l'C 1lid 111111Ji:tcc1 c:ru~\ rc.1c1111¡; .tllllhmlio in 
.i111i..:ul:dll11uJ,1I ..cr11, il ~c111cd 11ppr11¡111all! ltl 111\C\ll~·•I~ 

ir fuuhcr ami 1hc ~111J1n rc:purlcd hc:rc 1i1ocu: mhittlcd tu 
· dc1crnunc llu: ~p1:c1fü:1I)" of Pre in mu11: ,cnsilh·c humur.il 
oand 4.:dlul..r ª"w)' fo1 unmun\llt>gic n.:~pon~'· 

Culli.rul ,\fr1lwds 

Thra: m.1i11s of 11. rupJu"11un1, ~16, 50!H .111J jO?J. 
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and onc 11r.ain 21R of C. immiti\ ""ere llhlaincd from Dr. O. 
Vtlilsco. lns1i1u10 de Salubrid.1J )' Enfi:nni:dadi:~ Tropi· 
cile& (l.S. E.T.). M¿,ico. All "eri: urigin.ill) i11o!Jti:J 
from human C".ti.CS. For thc prcpara1ions of hbaoplasmin 
and coccidioidin. 1hi:y "cre incub¡llcJ for b monlh~ ;11 
25 "C in Smi1h"s aspJra~inc mcJ1um (30). Thcy "ere 
killcd by e.pmurc 10 1 "0 fonnalin. ril.1er.: .stcrilizcd ;md 
srorcd at -20 •c. · · - · 

l't<P<Jrulion of l'fC WJd D-l'PC 

Thc PPC wou prcparcd from ilrain:.; 50~6. 5018, anJ 
.5027 by íractionJtion of crutle his1opl.asmin (HJ .usin@ 
Kirb)''\ mcthod 117) a~ moJiticJ bf fü1111ll.1·S\lllt1 l~I. Thc: 
final prccipitalc. ob1aincJ b)' ethanol e11.1rn.:1ion, \\3S thc 
PPC. lt -.·as dial)1c:d against di:;1illc:J "ah:r far 24 hours. 
lyorhililcJ amJ aft.:r d1cmical Ji:tcrmin.111011s "ere maJc 
on it, il wa!t sloh:d al -20"C. A portion of 1hc l'PC 
was dc:protciniu:d hy .:nt)m.11ic trco11mi:nt "Íth Pror1asc 
(Prona~e E-Mi:rcl-7U.OOO l'uk l!) or "'lh chlurofnml• iso­
butanol (~JJ to )Íthl D·l'l'C ;uHi~cn. 

Pronasc di@e\tion w;1:. rcrfom1ed in a o. 15 M phmphatc 
buffer pll. 7.4 ci1111inin~ O.Oll ~1 CaCJ 1• O Ol M M~SO, 
ami rnlucnc.:. 'fhc cnt)·mc "ª5 addc1J ltl lhc l'l'C (U.I m~ 
cn1ymei'mu prolc:inJ a111l 1hc 1111.Hurc was incubated al 
37-C for 7 Ja) s. EJt:h ll.1) .idJ11iunal cnl)'lllc was aJJcJ 
to thc im:ub,11io11 nm.lurc. usiny lrnlf of tlu: qmrn1hy 
USCtJ &he day bcfo1e. IJo\inc scrum ulbumin scrveJ u 11 
posi1h·e cnnlrol íor cnz)matic Jigc111ion. anJ thc cn1yme 
was incub.11cll \\t1hou1 submah: 10 control for uutodi· 
1ntion. Thc reactiun w;1s s1oppcd by frcczin@. To anay 
JigC\tion, free amino groups ~ere de1cnnined by thc 
nlnhydrin mc1hoJ (IS) using l)·sinc ali an amino aroup 
stilndard. 

Clitmiral Dtttrmirttrtit1" 

Protcin \oloal di:1cnni11cd b)· the nu:1hoJ of Lowry et 11 
( 19) and 1n1;al c<uhohydra1c b)' thc anlhrone mcthoJ 
( IJ). Nucli:ic ilCids "ere in\c\tiga1i:d by absonion al 
260 nm: DNA -.¡u, dc1crmined by the +niuophcnyl· 
h)'dra1inc methoJ (36J anJ RNA by 1he orcinol mc1hod 
(IS), Ali chcmical11 >Acre rea~cnt eradc. 

S.tol"!IY 

Human wn íu>m cuhurJll)· pro\cn cases oí hi11oplas~ 
m01il lnd COO:idioiJomtCOSÍI "·ere OblilÍneJ Írom lhC 
ln"i1u10 de ~lubridad y fnícrmcdades Tropicales (l.S. 
E.T.1. Mc•ico. 

lliO 

The a~ar @i:I dill'u11ion 11!)1 wu! p:ríonncd by thc m.:1h1~ 
tlíOuchlcrhmy (1·11. u~in.!! 01 miouri: \\hh 1.7 "., a~aro~"·· 
itmJ~ar in 11.15 ,\1 11oJium .::hhmJi: i:on1aining 0.111 ". 

Thc: counh:rimmuno..:h:c1n,ph1,rc-:.ili ICIEI 1may Wib 
that oí Kli!,!!i:r anJ t\.Jufm11n 111<1 "!'h.s~mc.f!1odilica1itl11._ 
Elcctrophorcsis "'h pC:rf11íni.i:d in u 11) l•mJ apparJtus, 
\t1Xld 077911 tll)~~·~ ':ª~'1r;1l~r):_ co~lil....~kw . ..C.J.•.­
usin.!! pT.ir.:11· cOa1cJ \l'ilh 1.5 ",, Jgarmi: in di111illcJ \\alcr. 
Each chtimbc:r cuntaincJ 0.01 ~I VcronJI huffcr "ilh an 
ionicity of 0.1 anJ ptl 8.1. A l!L'R)l:Jnl currenl of 30 mA 
"ªs Jp¡>lictl for .lO ur hO minulC), Thcsc_conditiL\n .. -
\1crc íoimif 10 lh:. Opi11n.1I .1Í1cr 1i:n1~g d1ffi:rcn1 times, 
pM anJ mA valuc~ Ahcr el"-ctrophoresis, die platcs 
v.cre s1ained "·i1h AmiJo Schwanz IOH 11mJ dcS1;1in.:tJ 
"ith a miuurc 47.5 ~u me1hanol, S ~ .. acelic acid and 

Thc lif1y pc:rccnt c»mplemcnt lha1ion mc1hoJ of lhe 
Micrubiuloiy Oiai;íllhlic Unil of 1hc Conmmnii:abl~ 
Disca11oc 0:111er "••s UM.'J lhrou.ihoul th.: '°1udy 1~.\1. 
Thc an1i~c:n11 U)CJ in 1hc tesl "cri: rrc¡iJrcJ as JeM.:ribeJ 
above. lkforc U\i:, ead1 11111iscn w;as Ji.1l}·1cd 11g11i11)l 
Vt:ronJI buffer. plt 7 A. Appropri•llt: po\ill\'c uml ncwn• 
li\c hum.m contwl "era wcri: includcll in cacl1 !icrics. 
Si:ra \olohich 11i:rmhlcll mure th.an JO .. 11 hl'111olrsh al lhc 
optnnum 11n1iye11 dilulion wcrc con!iidcn:J ncg;ll1\e, 
Titees -.ere c~pfC!i\Cd as 1he rccipro1.:JI of 1hc h1she\I 
dilu1ion ofM:rum )iddmg a po111ive rcaclion. 

,4,.imals tJnJ Stmili:dtion 

Groupi o( 125 m.ilc co.1 mlcc, 4-6 \\C&:ls olJ. 'ACCé 
scnsilizc:d ~•ilh a series o( 1hrcc injec1ion1 "ith íorm3lin· 
killcJ ffi)'CClium llÍ cithcr 1/, rup1uJuumt hlrJÍll $016) or 
C. immilJJ (slrain 218). Thc ÍIM '"º inJcCtion~. cinc wccl 
apan \licrc into 1hc risht hind foa1paJ und con!iis1cd oí 
0.15 mg dr)· "i:ighl of fun~u) 11u1pc:nJL'J in O M nll i"ri:und'• 
incomplc1c adju\·an1. Thc lhird 1nocul;11ion \\Ji onc -.cd~ 
lalcr and consi•tcd of lhe same amounl inoeulalcd sub· · 
cu1aneousl)·. 

fw1pud TtuU1¡J 

foo1pad 1a.iing was pcrformcJ using .i s"cl'in@ 1cchni4uc. 
The an1igcn w•• inoculaicd on O.OS mi inio 1hc kfl hond 
íootp.id and thickcncss mca11uremcnts made "·nh a miau- , 
litar c-.1llbra1or f27) J'lrinr 10 ,anJ UI 4, 14. 4K. and n houn 
follo\ling ;in1ii;c:n challc11i:c. Thc incrc;uc oí foorrad 
1hickna,s is l':i"cn hy 1hc duTcrcncc ~u> hi:l\oloa:n 1hc r.:ad· 
ings aftcr 1hl:: an1ig.:n cl;allen1< (XI,.) anJ 1he rcadina1 



kli>rc 1hc chall.:n~c (X1
0
). Thc raw di.ila \\Crc cun\·cr1cJ 

.mio mr-.sn pc:r~nl incrc•bl!S by 1hc fünnula 

~.a Xlu-X~º 100 
n 

... hcrc n i1 lhc numb(r of .. nimab u~d irr cJch asiuy: 
Groups oí lh·c KniilizcJ anJ unsl!nsi1izcd animal:i IAl!CC 

1cstctl with cruJc hi~1oplasmin aild ils írni:1illn~. il:i 1Acl1 
:n 14·i1h crude coccidioidin ami salinc a1 S d.1)' inh:f'\·ali. 
bcginning 10 da)'s uficr 1hc l:in immunizing inocul.uion. 

MIF1t'm 

MIF 1cm W(rc c.uricd out 31 prcviously dcw:ribcJ (.&.)~l. 
wi1h s.omc: modifü."ationt Pcrnonc.11 cxuda1c "'ª' mductd 
in immunizcd and unimmuni1cd miL"C by thc intrap:ri· 
toncal injcction uf lml of s1crilc mincritl oil 7:! hllur:i 
prfor to h;1~cu. Thc "lls íron\ S animals 1Actc pooli:d 
rur lhc te~• • .ami lilÍh:r riad.iniJ into i.:apillary lu~s .anJ 
itnJ placin11 in 1hc chambi.•n;, thcy v.·cn: incubali:ll ..it 

)7 ºC lilr 2.¡ hour~. Ari.·u~ of mi~ration wcrc Jc1cm1ini:J 
\loilh 1hc oald of u pru¡1.-c1ion microw:opc .and polarplani· 
mc1ry, 

Mnullt 

Chtnik•I Dmmlin•tlon1 on l'PC .,,J D-PPC 

Thc polyMKchariJc, H dc1crmincd by thc 1m1hronc 
rcactlon. "'ª' 1hc miljor con\lhucnt of bo1h prcp.1ra1ion1. 
tto .. cvcr. protcln w111 prciCnt in both lll \A.CU. Thc ratio 
bct'Accn pol~·IJ.ccharidc anJ protcm vulcd 'Ailh thc 101 

1 of c:ur;1ction, but In thc D·PPC il Wll\ i1Jlpr1>~1m.1ICI) 

1 l:I or~:I. Nei1her prcpanuion hod dcmon"rabl• R~A or 
. DNA by 1hc <h.,nical 1 .. 11. Mureovcr, ,.·hcn prep.ucJ 

11 a 1 ma.'ml solution. i1 hild no 1b1orb1mce 111 ~lll) nm 
In thc r.Jl'.'\':Uopho1omc1cr. 

Strolog)' 

Bolh thc PPC ilnd O.PPC rc01ctcJ wilh ~rit f1on1 t!tlW:S 
of his1oplumosis to fom1a1inglc linc of prccipi1a1c v.uh ;a 

rcactil:1n of idcnlity in lhc "H"ª' gel d1ffu\ion lcH. ?'ciahcr 
anti¡cn rcaclcd ..,·ith 1hc \CJa from pJticn11 ,.ith coccidioi· 
·h•m,ti:osis nor with normal human icra !f11. IJ. De· 
('1u1cmiza1ton, lhcn, did nul muJ1íy 1hc immunolo"Í(: 
•~11\11)' of 1hc PPC. Thc CIE r~uh~ confinncJ 1hc .1g.u 
1:1 J11fu\ion rcsulu Cor thc O.PPC anJ 1hc ppC anli1cns, 
:::~""' in wmu: up:rim.:11u1 rcsiJual prteipitin lini:s 

·• ~ · r, .1, 

·, 

-... ~~~ 
'\;',_. 

H¡S -~ 
......,,,, •'t· 

1 PPC-Aq ;r:, ' . (fJj) O-PPC-A~ ... 
~~;io·~ .. :· .. 

. . C¡S 

PPC-Aq ""·~~~· ,Í~~ 0-PPC-Aq 
Fi1. l. A1u-Gcl OHTu1iun·Ccn1Cr wclb cun1.iincJ a no1m•I 
hum¡¡n "rum (N1S), antiMNm oí .;a hum1n hiuorl•,mo1ij 
J11tlicn11 (1115) 11nd 1111lilcrum of hum.m cuccidit1idom)'º'i' 
r;ilicnll (C 15); oulcJ •cll1 conl.1iiml 11n1i¡¡cm: l1Pt..''".A, •l 
1 m1:m1 of c:a1boh)d1111c 11111i1h 0.9ni1 mi ul'rM~m. ll-PPC·A» 
at l.) m"ml o(ca1bohyJu1c 11>ilh 0."4 m¡.ml u( p1u1cin. 

could b< ubmvcd wi1h Pl'C. ~hi<h I• "" purilicd lh•n 
D·i'PC tl:ilJ. 2,. An Cllcn,ivc numb.:r urcrn ,,.~ri111c1l1:i1 
with difícrtnt conJition' 'l\crc: p:1íllrnwJ. huW11C\i:r D·Pl'C 
an1i¡;c:n nc\cr dc\clopcd prccipi1in line\ \'ith hc1crol,1~11u1 
an1iscroa. 

Whcn crude hiuopla1min ani.t cocidioiJin. u wcll as 
Pl'C •nd D-PPC wm 1uicd wilh nonnal Kra and Kra 
from p;aticnts ~ilh hbtoplasmolls or cocccidioido~)·cosi1 

···~~· ~"8"1CS 
... s .. ··. s 

111• ~ o .,. .. -::¡'10 ~ 

~-' Cll ··.; ... ·, ·:,· ..... ' \.. 

c:i•' .;·: V ¡.~- :(,; .,. '';.t I· ·-i~1 (";t , . 

••• "' '~1: n c .. 
f). .., 

1t2• "'· At•COMTMll-

fi1. :. Counlcrimmunocla:uophorhil wnh hi,1opb11toti1 
ter• (H11 tli •nd H.,. cl:Utdiuillom)COm ICfl te,. e, •nd c., 
1nd nunnalwra(N 1 and NJ). An1i1cn1 wrrc'811td.irucdac:curd0 

in1 10 c.a1bohydratc componcat •U i:OKCnlmion of 1.0-1.S 
ma:ml. Ekcirophorni1 condi1ion1 rcquircd: l.S ~;. 11arosc: 
\'crnnJI bufrcr pH·IU; 'IWl~l.inl cuucnt uí )O rn A; 11mc 60 
mhu1"-"'· Pbtc 'IUI 1u111cd trn1h .~mMJo Shw1n1 10 8. 
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... T1bl:c _l. Complc~cnlc f 1.1.11ift~~.fflC!i2!l· llcJat1Qft ~IWC'C'I\ hi•lopl11min, PPC, O.PPC1
" 1nd coccidioidin 1nti1cn1 wilh homaloaaus. 

and hmrolo1au• hum•n t.tfl. ' 

e r titenldl e r titersldl 

Sel:D(b) Anti9""" in 75 l'i,1nl of Protein (el serun lbl Antlgens in 100 ¡ig,llll of C.UWhydroto 

!ti. Hlstc Pl'C l>-Pl'C Olee! 11>. Hlsto POC 1>-POC COccl 
·- ···- -- -·--·- --------·· --

11¡s 114 1•4 1:12B 1:8 1115 1164" 1132 1:32 112 

11is 112 112 1125 lt:Z,' 1:2 112 

. "35 -111. · 1•16 ·· llB 1:4 1135 not d·o ne 

H4~ 11512 1164 1:16 11256 1145 1:4096 114096 1• 1024 118 

u¡. 112 1'32 1:16 112 1155 118 118 1116 1:2 

"&5 114 1116 114 11&5 118 114 118 112 

"T 1:8 1:16 114 1175 118 114 1116 1: 4 

11¡¡5 112 1:4 1:2 l'u5 114 

llg5 114 112 112 1:8 1195 112 112 112 

''iifl 1116 118 1116 118 l!io5 1116 1•16 118 

~US . 112 112 1:2 112 11115 1•4 114 

''125 112 1:2 11125 118 1:8 118 1116 

H13S not dono 11135 112 112 114 

c
1
s 1:16 1:16 1:16 1164 c15 1132 11128 11B 1164 

C¡S - 1:2 118 c
2

5 11128 114 1:4 1164 
c1s 1¡8 112 1116 c 3s 11128 
c

4
s 118 1:4 114 11512 c,5 1:8 118 112 11512 

C
5
5 114 112 1:8 e~ 112 

Cr 112 c,,s 112 112 

C¡S 1•4 c,s 112 111 

c8s 112 111 c8s not done 

ra ""94tiVI NS ner¡otive 
!1 tD 101 !1 to 191 

(a) finr puccnt camplemcnt fi.alion mc1hod ..-&1 YICd. 
(b) Abbrcvb.tla1u: H 5, hiuoplummi1 Mta: C S, co"9diuldol11)cosi• 11ra; NS. normal 1i1n; PPC. polrY"haridt·pra1clft"°".1P"•l 

D-PPC. dcpro1.:iniml pol)wcth.trldc prulcin CL1mplc1. • · 
(e) Anliam canAnnuian1: Hiuo.4210 l'liPll ar ca1buh)dflll lftd 170 11atmlof pra1cin; PPC-ISOO 1111ml Of Qrbohydrate ud 7)0111 

of p101ein!111I: D·PPC-1)10 ,,,_.mlaf e1tboh)dHt11Dd l99 J11tml of pro1cin; Cocá-ll.U ,,¡Jml oí carbohydr11c and ~9J,..ml ar 
prollia. 

t•) Sen •hich ,.fll'ftl lO ~'·plua hcmol~1il 11 aa opti111ura an1i1cn dilutiaa ••re rcc'ordcd u nc111i~1. 
l l l-l-lh11-ioa, ., 

•.· 
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Fl1. l. Foo1p1d 1-..111in11n111 :.- houn in micc .cmi111cll•11h 
Hi11opt.nm• capaulalum and C°'cid101du immitis. An1i1en• 
tHlrd 11101111 OÍ protein pcr du", 
ALb1cvil61ion1: S.E.·1t1ndíltd error: PPC·polywccharidl·PfOlein 
complu¡ O..PPC-dcprolciniJ'-d pol)·.aa:handt·pro1cin com. 
pico. 
OtfttM.Alltl• ª""' Do'''· •uccu1C11e>i• •••~1111. 

In 1h1 complcmm1 fl.a11ion auay, 1hc PPC and D·PPC 
werw lts1 1pccilk1 in th11 posid'e'C liltn ~ere ubtilincd 
.,llh h11c1oloaou1 ie11 tTlblt 11. Th• 1rc11111 Jc¡m of 
cro1 .. 1m1M1y, howavtr, w11 no1td wllh 1ht crudc 
~ldloklln and hl11opl11mln prcpon11ion1. 

Fool/'fldlltG<lll'lly 

The d111 oh1alncd fram fOOl1"'d t11lln11nlmal1 icn1ltl1lll 
,.¡1h H. "'""'"'""' 01 C. lnu11/1/1 ,.ilh 1hc 1n1lpn1, l.1 .. 
crudc hl,1oplH:nin. cruduoccidioidin. PPC and D·PPC 
are ilh111r11td in Fi1. l and ·4. Ali rct1ction1 M·crc ma1i· 

· mum al :? .. hours and 1hcrc v.·crc no t.uly Anhut•l)"pe 
lnRammt1ory rm1ion1 ,.lth ci1hcr 1hc PPC or D·PPC 
pr.:panlions. Micc ien•iti11d wilh llútop/oJJtnO •c11 
mon rucli,. to PPC and D·Pl'C 1h1n 1ho,. ien1i1ized 

'"ilh CocrlJíuíJt1 1Fi1. l •nJ ~I Whcn 1hc 1n1iacn was 
adju.icd tu lO PI p1otcin pcr d•1t. rhc anim•I• scn•hl· 
icd '"ilh Coaídlolw11nJ lntcd .. uh PPC and D·PPC dld. 
not dmlop r11clion1 •lnp1fle111U1 Ji1Ttr1nt frotn ••· 
icn1hl1td anim•I• unlil 1hc twcnty.fll\h J1y follo.,ln1 
icn1ltlHllon, 1nd th111 wm i.1111 di1To11nm betwffn 
/li1111pllllmd ond Corr1Jw1Jr1 icn1l1111J animal• 11 th1 
IO and U dly 1nt1n1 p11ioJ1. Wh1n 1h1 anli11n Plll'óll•• 
llun1 ,..,, dil10lld 10 obtoln ID ~1.,.1bohyd1111 p11 du11, 
huc:h p1Cpara1ion1 1hcn con,.incd onl¡· 111-U PI pro1cln1. 
1hc 1pc<if1<i1y oí 1hc Pl'C and 0-PPC pr<p¡ralions in 
Hl.ti11pla1mo ""'hizcd animal• vrat cvcn more obvio1i11 
and thc diffcrcrw:o in rcac1ivi1y ~u~ccn Hiítop/Qllflllj and 
CuctidmilkJ tien.ililtd 1tnim;,l1 r";lflaincd con11an11hrou1· 
houc 1hc lO. day>. In acncnl. dtlaycd hypcriensicivjty 
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Fi1. 4. Foolp.td 1~clhn11 ttll ;al 24 houo i11 m1cc \~n1111wJ 'illllil lh~lupl.umd c.t1nul!uum 
anJ Coa:idiou.lc' i11111111i1. A11t1~cn tc1h:J .u SO 11w: o( carbohydaic pi:r J1m. Scc 1hc h:scnd 
lo fig. J íor 01hcr npl.inJuuns. 

OH1sToP\.As .. " CPPC mo·PPC • c1Xt1010101,. • 5.1.1.1,.c. 

Tibie l. Macroph.igc miar.mon inhibitory (.actor .tUo1'°••1 frum mw:c w:n,itiml wi1h llmupl..iim" cup1ul11m1 or C41fe1Jiu'4k1 immil/1 in thc 
ptacnu oí hi•topl:umm, f'PC, O·l'PC''' and con:iJioiJm Jnli~cm. 

OOSE IHUIBlTION Of " l o 11 A T 1 e N ! SE (el 
Antlqonti .accocdinl] AHTJCEHS SCtlSITIZED CCf.LS 

to WJ/•l HISTOrLAS/1i\ COCCIDIOIDES 

Hhto 7S fptotalnl U.O! S,6 Jt,O ! J,O 
100 •c.ubohydutu) U.J ! J,J u.J ! 5.a 

PPC lS (pl'Otei.n) 14.0 ! •. , U.J ! J,J 
100 fcArbohydutel 69.4 ! J,I) o.o! 4.J 

D:,PPC lS fpcotelnl 'º·º • 5.4 49.1 ! '·º 
100 fc.al'bohydr.atel U.6 ! 8 0 4 "·º ! 4,5 

fat AH1)'0• 1h1 IS1h d¡y 1fm lhc l•ll immuni11lion dote. 
f'J Alibirw1111on1: l'PC·rolyuu:h.uidc·protrin complu: ().pp(.'.lJcprutcinimJ ,q,w .. :d1uiJc·pro1cin cornplu. 
(et Mnn ifth1b11iu11 o( rn1,1.111un + \l.i.nJ.uJ mor l~J írom liwc upcmncr1b. 
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NOP."lAL C&LL9 

·t~ i t~ 
11.1 • 4,l 
J.7 ! J,J 

u.o • J.) 
IJ,O ! 0.6 



was mnim;,il 10-U d;iy1 íull11wi1111 immunit0&liun ami 
dc.:linc:d tl1crcoafw. Of 1hc l\li\l an1ii11:ns. i.c .• PPC unt.J 
D-PPc. 11ic D-PPC ;iprc·J¡;1ñ1ufcf~a,ú\i:: • 

MIFll·.111 

Thc rc,ulh uf thc: MIF aua)· "hcft' in cclh frC1m micc 
scmi1i1cd t.1.ilh ll1111111/1J11111J or C11fftdwul.·i \locri: 1c:::i.11::d 
"1Wilh cruJc hi\IOplJsrnin, cnu.k c01.:i;u.ho1Jin. PPC or 
O-Pre ;;ne 5umnur11c:t.I in To1hlc: ~. 11 i· 11ln11'm. fwm 
¡,;e;; d~i~ -,¡;"t 11~rc· ~j\· ¿l~iulJ~Í;il1lc úu~H1Úc11111:. 
dclctlctl. lnh1hi1ion uf m1~1.11iun 0C1:Utr1:d "ilh jll homo­
lutious and hctcrntu~uu• C(\mhmJ1ium, Jhhu1111h thc 
inhihiliun ulncncll "';h ( '1111 u/1••11'1·1 \o!ll\lll\C~·cll, ;ncuh..1· 

· 1Cd~i1h hi~1~r1J~min 'a111i'"11rc ":h ,omc\lh.11 lc::i.11h.m 
' lh;U Ob!lencJ u.i1h llutupluumJ ,i;nrni\·c cclh anJ 1hc 

w.mc amigcns. lnhibuion 1Jfca1cr 1h01n :?O•,. \\a~ ton­
sidcrcJ 11i1nili..:..n1. Control ccll, \\ere nut in/11bi1i:J b1 lhc 
antigcn5. 

Thc 51Ud)' oí ah.: Jmiscm uí lli1111pfa1mu c<1pablc: of 
11irnula1in11 ccllular immuni1~· il of cmuiJcrJb\c un· 
J>')nlUICC b..."COIU\C humiln \UW:..:ptib1hl)' ltl 1111\ inh:l."llllO 
•ppt•m to be 1clJh:1I w imp.1ircJ l>mplao.:ylc rcs¡11111\c11o 
(1, )), lli\hlpl.hl\llhÍS in l!\Jll!WllCllloll Jllllll.1h, Jlíil\lll..:::i. 
an c1u:cllcm c\1-:m11c111.il 1111'll.:I for \tml)m~ 1hc t'\tnh 
lril:'rt.:rcJ tfuuntt J i:cllul.u 11111111111c tC\Jl1Hoc. 

Wc h.nc i·.ul.1k1I J lkll) .... 11:d1.i111k·111ul.:m 1i.111n¡11i.:, 
11nd ils 1kp101cinuc:J fr.i~uon lhJt (UulJ he j u)cful 
lool for d1J!ll11hh in hMoplJ~lllU\Í). lllt'\C .'.ll\ll~Cn5 

dcla:I hum.in oanhbuJ1c .. >JlllÍ·lli1t11p/uJ11111 w11h gllo..1 
5pcc11icu) 1n .. ui:h rrcc1p11in 1.:,15 Ji 11nmunu1ll1i1nmn or 

CIE. funhcrmtJrc, u.pcrirncnlJll)' \\C pro\ctl 1h.11 using 
nJct1u.11c d1i.c in mu:c. our .i1111~cn~arc u~cfül for JcC,'\:t1on 
of l1)1>.:hc1hiti\1l~ ,.,.!!'ª· tllrnc\cr. i111o .1pplic.auun fur 

ccllul.1r 1~1 in hum.111 ~m~,. ""'e 1101 c\plurcil 
PttJny in,e111i~ator'!I h.oc frn,111m.111:d hMopla,min. 

thc ccll """'11 or lhc "hol.: ÍUll¡!U'!I JnJ ha\'c i~ol.ucJ proh:in 
or c.uboh)Jr.atc an1ii;e1h v.ith ':u1Jblc immunc J..:li\'il)' 
(6. 9, l.&. ll. llJ. Pru1c1n ír;1ct1uns ;uc 1nu;illy ;u .. -ccp1c-d 
u lhc mlhl )p.'\"1Ílc a1111~.:n), hui soruc 111\C\lll!Jlt>U 
b:nc rcpun~"\J lhll thc ~crnl1.1g1c .anJ hypcrn:mili'c adoe 
(rac11011\ u, ,. pol)~'L."h.uiJc t2~. 21'.1). Uoll.c\cr, 1hc 
poo1hlc rule oí '11olc111.:11111J111111Jl1tln oflhc (Kll)'-!Cch.a· 
ri1tc rucp.u·,mmH c.1n no1 he: 111lcJ out 

A m;a1or con5t11uc111 uf 1110\I 111ns1 is " i;umrln ccll 
w.sll pol)-.:ii.:thu11Jc: in "hich ¡!JIJclt>mannJns :uc \Cry 

impull;ml. Dumi:r llU. llJ, 1\111111" (~). Ri:i's (:?6J .md 

olhcr ill\'ali~alon ha\'C ~IU1fo:J i!•lfJCIUITI<líll\.111~ Of Vlllac. 
tomam1Jn·ptmc111 i:omrl.:\C~ frnm l/11111¡1/mm11 w11h .icli· 
vil)' in variuu .. IC\l of ccllul,u imnumity. ·1111: !apn:ilkil)' 
uf thc 1ucp.tra11um h..is \aric1l L."llll~lll.:r.ahly. In 511111i: 
instam:cs (2ti) VJlac1um.111nJn cu111pku:'!I hall rc1luml 
ilCll\11) v.hcn 1hc i:11mpk' ~••' tl1,,11..:1ah:1I. S,d\'ill (:?X) 
i~ul.ah:J a pol)wcdmriJc-pro1cm cumple\ frum /111111-

plmmiJ in "hich lhi: c.1r~~\h~Jra1c moi.:I)' "ª~ p:rhap1 
1111: 11111rc 1mp1111.1111 J\i•rthlll 1~!11. Thi: hlll.th:J ..1n11~i:n::i. 

f10111 l/1>1o•¡•l.w1111, ri:¡-..Hh:d ~•her (.1.t} ;mJ u.cJ-in 1h1:~­
~1uJ1c,, "lmh ••rr.:.u ::i.¡1i:c1lic 111 In rn:t:1r11in fl!'a.:tiuns. 
ho~c\C:r. d.:\clllpCJ CIUU•IC.lt:U\'llY 111 {UU1¡1lcm.:111 lila· 
1iun anJ ~llF tc,h. 

On lhc h;hJ) uf th.: fuu1p..aJ le:tl, trlhHCJi;lh ily hcl\\ccn. 
J/1111•plu111111 ..111J c,1u11/11•1clc'1 coulJ t1c rcducc1I li\' 
d1l1111ug lhc prcp.uJth..111) Smcc 1hc prc¡1,1"'1ion ucalcj 
v.i1h 11ro1eol~11c (111)111.:) ~.h \n111c\l.h,11 mMc rcai;li\c 
in thc fuu1Jl.1J i1ua) .. 1hi: carb\.lh)Jnuc nm11:1r 1110&} t.: che 
m1m: impun.1111. llov.c\.:r. thc ().11rc 1llll 1c1o1.in t1)11\c 
ptOll!IR fo\lo~iu¡; l1ftllla)C 111111 SC\'atf lrc.1111\l!lll. ~O ¡)i,11 
lhi::rc i) 5lill lhi: pl))S1h1lily 1h.11 ¡mJli:111 is 111\ol~·i:J in thi: 
s¡>eciíidly. 

IJ) u1i11~ i11u11unolog1c l.:~h ;11\ll J1lju~tiny 1hc Cl\llCCl1• 

11.11i11n uf thc ph:J1Jra1wns. rnlulc antil!cnu: J111i:11:11cc5 
c;m IJC: Jctcc1c1I ami a111ii;emc rrcp.iratnms maJi: "hii:h 
ha'llc .a lu!Jh 1k~rcc of \~t:1lkl1). 

fin.111) VIC \\l'IUl1I lil.i: tn 1:ummcnt th.11 "e are: Jwar·: 
1h.11 thc 111;~.1thc linJrn~' for HNA w11h lhc un:mul 
111c:th1)1.I UIC \lllllC~hJI \IUPll'lllV 1luc 111 11\ ll\U>tl \Cll• 
''11~11)" 10 ~mnc c.11l.itlh)illJICL."11111.1111111a1iun. Ni:\cr1hcl.:\\, 
"e a1c cunliJc111 of nur rc,uhs 11UCC lhc 111.:tht)J Jlíll'fetl 
¡¡Jc1111a1c in dc1cc1m¡; 1hc R:--1:\ ~laru.larJ ami )ict.lcd 
'fcry lc\ch for 1hc ihll.11cJ ;1n1i11c:m In a1Mi1mn lhc: ;ah­
sc:nL."c oí M.NA ¡, íurlhcr 5u¡1puncJ by lhc muln uí thc 
ab~orbJncc in lhc ,JIC1:U11pho1t1111c1i:r nw1ho1I. 

Our futurc '!llU1fics. if rlMlhlc. \\'lll be 'º ch.11actc:ri1c 
die ca1boh)dr.11c and 1hc prulcm compuncnl~ ilnd 1hc 
scquc1u.i: ..if 1hc i;omplc' v.11h ill ~1111c111ral 1.:l;11iomhip'li, 
i c., thc 5p.11iJI configurauun'!I ol 1h.: mnlct:ulcs amJ 
compare "'lh '•m1l.1r a111iyi:m uhl;11ncJ frmn 111hcr 
pJlho~.:n1c fun~us. 

Wc 1h111._ 1h.11 1bc~c mokcul~ mJ)' he 'fcry HnnlM :uut 
lhcy .uc 1mpm1ant in 1hc tlcicnninarion ol' lhc crn)1;. 
rcac11u1y oiml lhc )¡iccllicil) uf lhc .anu,cm lrum lhc~ 
íu11g1. 

llcfrrcncn · 

l. A1l.i11nun. U M. A. C.G. C111.11I. 1•1t,•J r:1rc~111r ¡rnll·l)lll• 
1•h1,)lt M:IUlll un ;uumJh npc11mcnt,.ll) mírclcil v.i1h 
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Anllgcns from l/istoplasma caps11lat11m and Hlasto111J•ces dermatit/1lis 
l. l1111mmul<Jgic·11l c·o1111JtJru1h•t J·111dia•s fnun ¡10/)'.tart'l1t1ride·11ro1t•i11 rump/,'.\'t'S tif bo1/,fu11gl 

M. ll. Rcycs-Mo111cs, A. Murllnez, C. Toriello & M. t. Ta¡·lor 
D•1•ari111111°111<1 dr E:c·a/ogfa l/11111t111t1, Farultadtlr Mc'tliciua, U.No1l • .ll .. \N.\'iro 10, D.f: 

Abslncl 

Ccrlaingroups olfungi shurcchcmicul mucturcs which mukcs dilficult 1hi: isola1ionu11d diffcrcntialion oí 
1pecificnn1igens hythc usual mclhods of cxtruction and purifica1io11. Thcrc:forc, m:hun!oriented ourstudics 
lo lhc immnno1ogical and bioclu:ruical char:u:1erin11íon oí diffcrcnccs 11nd similarhics oí moleculors1rue1Ures 
lrom fungi, c1iolo¡:icagi:n1S_ofs)'!.lcmic mycoscs, hoping loeunbli~h critcria for 1hc:uti1in11ion and handling 
of these nn1igens. 

A depro1cinizi:d pol)•succharidc-¡>rolc:in compli:x (IJ-PPC) was isa1atcd from llinopla.1ma rnps11ldl11m 
aud /Jl11.11um.l'ft'J 1Jt'rma1l1idiJ. l'bc immunologicí1l 11111dics with Jwmora1 tesh i11dicouc a \·ariuble cross 
rcuclion hcl\\'Ccn nruigens of bolh spccics. In imm11110Jiffunion systcrns, the rc:.u:lion wns spccific for cnch 
spccies usinN salinc solution or 11llospha1c buJícr ~ohuiun, while U!'ÍHS un agarose \'i.:ronul )~·s1em, 1hc cros!i 
rcnc1ions \\'ere \•cry C\'idcnc. In nddi1io11, differenccs in cross renc1io1t!t \\ere ob1aincd wi1h immunoc:lcclro­
phorcsis, hnemugch11ina1ion und complcment lixa1ion 111icrou.•s1. l'his \'Uriation in crob n:nc1ion responses 
sucge.u llu111hcscnr11igc:mC D·PPC) sharc common ~tructurcs bu1al1hc saine lime mu~t ha\'c somediíferenl 
COITI(lOllCnt owncd b)' eí1Ch one of thc fungi which makes 1hcm more SJtt:ciíic 1han crude 11n1i1ens. 

h1lroducllo11 

An urgcnt necd In 1hc prcscnl momcnl is 1Ju: 
lsol:11ion oín111igc11lcfrac1ion• 01 f1111gi os prac1icnl 
louls for diuguosi•, cpidcmiologicul s1udics dnd 
cx¡rcrimc111nl work. · 

In •pile oí 1hc c11m1nnt 1curch for a spccific and 
rructi\'c onriycr. oí llu: rungi lllrn•plmma c·apJll· 
/0111111. B/t1J'lomyn•s 1/nu1a1i1itli.J, CuC'ritl/oh/e.1 
i111111i1i.t anJ Pararorrldiu/Jn lmuilfrmh, there is 
slill no comwnl, s1ahle und vcry !i(lccific an1icenic 
componen11hu1 has o uniform r.:sponsc in oll tcsts 
and 11udlC1. Thc cxicrnal· cumponcnu or 1hcsc 
fungi hn1·c bcen idcnlificd nntl h111·eshow11chcrnicnl 
si1111luri1lcs, s¡rccinlly in ccll wulb. Thcsc chcmical 
s1ruc1ur« are gcncrull)' uf prolclc nu1urc, poly-
1Rcchnridc·pro1cin complcxcs, o or {J vlucnn" 
mann1111s1 gnl11c10111111111111111 1 umlno iUgnrs, and 

ichi1in (2, 6, 7, 12, IS, 21 .. 25). h ha1 111>0 becn 
ob!icn·cd 1h1t1 tht:sc similari1ic!i are prescnl in bolh 
phBScs oí grow1h •• is lhc ca;c of a gluc11ns wilh 
prcdomi1111n1a(1-3) glycosidic linkugcs nud lcss a 
11-4) nnd a ( 1-6), i11 1lrc ycus1 form of 
//, "ª'""'""'"' f 6, 7, 151 un1I /', brmi/im11r(9, 12). 
lu 0. drnm11111t/ir ÍllSICiid u( u Hlucum lhcrc h a 
prcdominancc oí {J glucun• i111hc ¡•cust form oflhis 
funyu1(6, 15). ll)' 1hccomrur1·.111c mycoliulform oí 
lhcsc (ungi are cnrichcd by {J (l·•Ji glucoru, 11nd 
tul\'ing lJ. t!tf111u1ilülir, anuin the im·enc. ThL'n:• 
forc, ~uiulio111in1hc ccll woll oí bu1h forms In ca ch 
ÍllllKUS hu1·e hccn dc1cc1cd und 11ould gi1·cdiffcrcr11 
rnc1ulroli1cs iu holh pl1as<1 of rlicsc dlmorphic 
r1111gi. 

Onc or 1hc principal urulgcnic fractlon anll 
poulblc 11ruc1urul fc111urc o( 1hcsc funal 11 a 
g11l•c10111unnnn, dcrnon11ru1ed by Azuma ti a/. (2) 

Myco(l.ilhulosla 78, 17·21 (19S2)., OJOl~h"6.\/8"'{07HI· 0017/$1.40 . 
. o nr W.Junk l'uLh\hcn, llic llaguc. l'ri111cd in Thc Nc1hul.1ndi. 
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among olhcn. Ncvcrtheleu1 1his molcculc is ihnrcd 
omong thesc fu,ngi as dcmonstrnlcd by immunc 
crou rcuctions ob1uincd bctwccn 1111:111. 

Diffcrenccs and similaritics (qu111i1a1ivc nnd 
quun1i101lvc) in ph}•sioloi;icnl structurcs oí hnth 
forms oíthesc fungi und ccrrninly bdwcen spccics 
\vould make us bcliC\'C thnl lhc soluble mc1aboli1cs 
could be similar and ni the sorne 1irnc could havc 
somc specific differcnce amone ench onc of lhc 
species. Thisdifforencc could be rnusked by an easy 
dc1cctahlccompo11nd ex1rnc1ed or visualizcd bythe 
usunlchc:micnl nnd immunologicul 111c1hods, or1 tite 
specific fracclon could bcio intihrntcl)' uni1cd 101he 
slmred componcnts thar Íl could not be dc1ectcd by 
thc tradi1ionul rne1hot.h uscJ, 

Thcrcforc, wc bclicvc most imporlanl for lhc 
momtnt, to idcn1ify lh~ similar or sharcd com .. 
poncnts ra&hcr thnn isolale indiridunl molccufos 
from eacl¡ spccics, nnd subm¡ucnll)', Jocutc lhc 
¡mrticulur .. clcmcnl írorn cach spL'cics. Wilh this 
bnsis "'e ha.ve inilhucd u s1udy compuring thc!ic 
fungnl mctabolilcs ni biuchcmical, physico­
chcmical am.I irnmunological lc\'cls. 

Jn thc prcscrll s1udy, O/aJtv111yr1:.r and llb.lo· 
p/m·ma ha\•c bccn sludicd bccau!ie lhcy are 1hc lwo 
species 1lrn1 1m:scn1 1hc greutcs1 immune rclo1ion 
hctwccn thcm. This rcscurch is a comparati\'c 
immu nological u nalys is ofa 110lysaccharid I!· pral ein 
com¡1lcx (PJ>CJ, ¡iossiblc superlicinl structurnJ 
molct.:ule, ob11ii1wd í1om 1he nl)'Cclial form of thesc 
fungal spccic5, 

Malcrlol und 111ell1ods 

F1111gl 

/Jiswpla1u1a capsularnm strain number S 005 1 

5027, 5026 and Ola.rwmyres clermatititlls strain. 
number HOI, S 503, S 504 werc oblained írom 
lusli1u10 de S11Jubrid11d y Enformcdadc1 Tropicalci 
de M~xico (ISET), They wtre m11in1Uincd in Urnin 
Ucnrt lníusion Agar (UlllA) (Difco l.ab.). 

A11tlge11 t!Xlraclicm and partial ¡mr{flca1lo11 o/ 
po/J•sacd1arhlc·prott'i11 rumplt?.~ 

Thc final dcpro1einized fraction of thcsc 
polysncchnridc·prnlcin cumplcx CD·Pf'C) werc 
uh111inc:d by Scvng 111c1hod (20) and cnzymmic 

trentmcnl (JO, 21), Thc sequence oíeklrnction nnd 
purilicn1it111 nreich<mntiz<d in Figure 1 nnd Figure 

. 2. Thc hiuoplusmin or blnuomycin wcrc s~pnrated 

a-1-INllllMHll 
CAU•"l1"11llllf 

¡.or\:1..1~ 

• flt1n•lu:ffll• 

lhUl'•"""'f6111AI n•ofl• 
1 .... U\ lt~'\UU.on 

' ··-·,­'°'""''.,._,,.u.ni"" 1 tHlllil 

... l ... 

Fl1. /. ltolallan uf pol)tilttho1riJe•prn1cincomrilu(PPC')l10111 
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.... , ...... .,1 "·:~;~~.: .. ,. ... , ... 
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d\lorofo""'"'"'·h"t.:11Y1I t.IUUtlU' 1-N.o ,,.. .. 
lllllly111 w/a dtnU hd wu ... 

d11l~1ll .. Clllll:ent.utu..n 
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Fig. 1. Ocp1111cini1niion o( polyucthJri1lt·pru1ei11 complc• 
(0-Pf'C). 



by s1cril lillrnlinn of ,, 6 monlh Srnith's nsparublfnc 
mcdium cullurc ul 26 ºC. Then killcd hy cxpusurc 
to 1% formalin during one wecl:. Thc first stcp of 

.cxlrnclion, with phcnol (10 grs phenol/15 mi 
fillrntc) followcd by prccipi1.11ion willtclhylalcohol 

-a1 95%, separatcc.J u polysa.ccharide·prolcin corn .. 
plcx (Fig. 1)(22). Thc final produc1.1111<proteinizcd 
complcx (D·PPC) was ob1ui11ed by pronu~c 

(l'ronasc-E Mcrck) rrcatment (10, 21) und by the 
S cvng's 111c1 hod ( chloroform-isobul a no! e: h:I ruc1 ion) 
(20). 

E11ch D·l'PC 11111igcn was c.Jinly~ed ugainst 
distilled watcríor 24 IH>urs, conccMrntcd UyJi¡ily!iis 
ming u Spcctrapor rncmhranc N11 1 M. W: 
6000-8000 and slnred 11t ··20 °C.1Jclails of exrrac­
tion und dcprotdni1n1ion were 1.k~cribetl in pn:\+· 
ous papm (21, 22). ' 

Clltmical 1/c•1rrmí11a1iéms 

· Tola) prolein contclH was dc1ermincd by rhe 
proccdurcofmicro-Kjeldahl(l I )and bythemerhod 
of l.owry il al. (IJ) wi1h bo1·inc serum albuminas 
lhc s11111dard. For cnrbnhydrau:, ¡ihcnol sulfuric 
acid(8) nnd anlhronc(l4) mcthods \\'ere used, wi1h 
gluco:ac 11s s1nnda1d. Ali chemicnls were rcagc:nl 
grnde. 

Sero/og)' 

Jlis1oplüs1nusis and coccidioidomycosis human 
1crum samples werc obrnined fro111 Dr. Velasco 
(ISETJ from cuhurnlly pro\'c neas es of en ch discnsc. 
Two blas1omyco>is ma were a gifl from Dr. L. 
Kuufmnn (CllC A1la111a, USA) nnd purucocci­
dioldomycosi1 scrn wcrc kintJly reccivcd front Dru: 
A. ltcmcpo f1um Colombia. A nurrnnl ncuu1ll'c 
ltu11111n conrrol 1cru111 wcre lncludcd in e<1ch mies 
OÍ IC>ll. 

Thcngnr ¡el immunodiff uslon lcil wus pcrformed 
by lhc melhod uf Ouch1crh1ny ( 16) uslng 1hrcc 
dlffereni syslcms in l.5% ugurose bnse (11 oechst 
Lub.); ugurosc-snline solution (A-SS) ugurosc­
phosphnlc buffer solu1io11 (,\.J>llS) pll 7.5 und 
agarosc vcronnl (A-V), pll 8.0. Ali systcms con­
laim:d 0.01% sodiunt uLide ns prcscrva1ive. Afu:r 
leUs cach pi ate wns waslu:d wi1h imline solu1ion and 
1odium ciuu1c solutiCllifor 24-48 h. Thc pintes were 
11al11cd wl1h 1% an1ido hlack in 7% ncetic acid und 
wwdtcd wilh ethanol und ncc1ic acid v/v. 
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The iÍnmunoclcctroplloresis ( 17) was done on 
plalc:i cÓnh~d with 1 .S<:c ngaro;e in buffer sniliurn 
vcronnl' pH 8,.J. Ench clcctrophnretic ch:arnba 
conlninld O.OJ ~I 1·erorrnl buff<r pll 8.4. Tlrese 
concfilhrns \\'en· the up1i11rnl ior rhis tc:Jal \\'Ílh JOOV 
during 120 minu1es. Aí1crc1L·t.·trophorcsis 1hc: plalc!S 
wcrc: sraim:d amf \\'íl)hcd as in inununodifíusilHJ. 

lfacrnnt:ghuinarion rcJal wu~ 11erfornu:d by lhc 
glularaldc:hydc me1hud en wirh c:ach amiccn in 
0.02 M plrosphatc buffer pll 8.0. 

Tlu: fifl)' rcrcl.!nl h!.!mOJ}')iS c.:omplcrncnl frxillinn 
111icro1cs1 oí thc !\licrobiolop)' Diugnusric U11il of 
lhc Comm1111icablc Oisea:ac Ccntcr wus uJacd 
throu~huu1 th.: )llld}' (IS). Prior u~c:. cach n111igc:11 
was diótl)'~l·d nt;t1ins1 \..:ronal buf(er, plf 7 . .J. Tilc:rs 
wcrc c:xprc:ssc:d us 1hc: n:ciproc:d of lhc higlh!)I 
dilution of serum) icldi111: a pu!!oilÍ\'e rc:uc1io11. Sera 
which pcrmit1t:d more 1hau JO<.{ hcmnlysis at lhe 
op1imum nntigcn dilu1 ion \Hll!' considcrcd ncga1i\'c, 

AIJ thc 11n1igcns u~c,J \\'ere adjustcd In carho· 
hydrnh! concc111nuion fur pr..:cipitin tesu. to pro­
rcin conccnlration for 1rncmu¡;[?lll1inntion ICJalS and 
titcrs in 5Uf( hcmolysis for contplcmcnl fi:c11ion 
microh::.1. 

Hr•ull• 

Thc prclimin.ar irnmunolot:kal analysis of 1he 
sludied uruiscn> was mndc by the usual humuri1I 
1cs1s in dingnosric m)'colog~" The~c le:us dctect 
antibodic• of thc carl¡· slugcs of 1he discase 
(prccipil•nl lgG upglu1inun1 lg!\f) as well us lh< 
complcmcnl lhins untibodics, in 1hi1 cuse luO, thal 
uppe•r Ja1cr al 1he scconrl to fuunh wcck uf 
htf<clion. ln11c11il of lite rou1inc i.sl, lnlcx 11uul11-
linu1Jun, ~lulnruideh¡·de l111en111gylu1i1111tlon wu; 
u1ed, duc 10 i11 hiuh >0n>lli1 il)' fur com¡>11r111Jrc 
11udicv and more 11ruil11blc murorlal. 

Chemlcul de1errnlnu1io111 af a111luc111 werc done 
to adjus1 • pro1cln conrntlfullnn oí '0-60 lllU1 mi 
for h11emagglu1inution 1es1 und approxlntalcly 
500 mg/ mlcurbuhydraiesfor im111unodiffusin111111d 
immunoclcc1ropliorc~is tc:JalS. 

Similarilics and differenccs umong ltu: nnrlA:c:n 
were emphn1i>ed in rhis 1cst dcpcnding un 1he . 

. agurosc syucm u!lcd. A good spccifici1y w:1s 
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oh?icrved with hlrnu>louous scr;1 in ngilrn?ic sulinc 
!'.iulu1ion nntl acaro!le plrn!irlrntc !.nhuion, f\c\'Cr· 
thclc!r.~; crmi'i nrncthH1!i wi1h hc1crnlulw11!r. )cm wt.:1 e 
dt:h!l!lcJ in :iu.lrosc \'1!'1"1ll\nl !r.}'SICIJ\, All thc sy:.1c111s 
Wl'IC 111..'t;ialiVt.' ful l\ilrm:1\ COl\lllll :1l'lil t l'ig!i. 3 a1u.l 

4). Figure 31\ !ihuws CIO!iS rc;.1c1iun!i bdwccn 

1·11:. J. Cirli1111111•1111d¡//Hi111111if llJ1l1•¡•/1n11111 uml /l/d111111111r1 
.mlil:rn\, 
A111iycn~: l. lll,l\lump.:in S10J, 2. lH'l'C·ll1u111 SSO.\, 

).ll-l'l'C"lli\h1500S, 4 l1"11111l,omi11 Sl!O.\, 
S. ll·l'l'l'·lfotu fü~fl, t.. IH 1l'l'·lll.&•h1 SSO.&. 

!-i~ro1: 511. llh1opl.4\11111~•• hum:rn ~wun. Sii 111a,h1111) .. mi\ 
l1u111.111,i:111m. 

l'ig. •l. lfrl lmm111¡¡11/l}Jiofm1 u/ ll/11t1¡•/tH1w1 .mJ /1/alll•lll.Htl 
u111i¡;c111. 
1\nlit;t1u: l. 111.utumycin' S50l, l. ll·l'Pl"·lll.1~10 SSOI, 

), ifü1npl.is111in SU27, .&. l>·l 1 l'C:·lfü1t1 Slll7. 
S. &. 6. Sutin~ ~oluÜ1111, 

Sera: Sii. llht11pl.i-.11\111b hum.11\ \1.•1u111, SN. Nu1mia1 huni.sn 
1i:111111. 

hlll!thlll\)dn :11111 t•ai:h ll-111•('-IU;hlo \\llh """'" 
11/1Hlllll !IClllm. ¡i;ulial idcnt11y \\ih m:11k .,;\ 1Jl·n1 
;1111011g 1hc:m. ll11m11h•!!t1u1 .rn1igi:1h ll·Pl'C'·llhhl 
,unl hh111¡1\:1 .. 111111. ill·\L'l,1pc:tl a p;iui.al i~l..:11111~ 

rca..:111111. ~o 1ll1.1\111~ rl·.1•1i11n ¡, \Hl'Wnl hcl\\1SI\ 
lli~IO a1hl l'1.1!tlll lJ-Pl'l' ,11111~1.·11 ... h1:1u11: JU 
illu:i.llillC:!t 1hc: lt.',1l·th11y 1d thc ,,,me ;111ti1ll'll\ \\ilh 
ulhcl'\cd. hµurc ·I n:p1.0 .1h thc 11.·;1i:1u111 uf an1ig.c:1h 
hum Jli\/11t•l1ht1//I all\I llhnt1111ll1t'' \\ith lll\111· 

¡i/1h111tJ hllJ llllClllill ~u.:1u111. 

/111111111iu/1•1·1r11¡1/r.1r1•\il 

S11dium \crnnal hulf1,,'f\\J!t m1.·J 111\lmil:u1.'0lldi· 
lilll\ as in ~el i11umll\tHlilf111iun 11.'!tl. ·1he1cacli\·it)' 
in lhi:i. ICSI \\ih lhH1Ul~Cllll\h ;1111.l 1 >·l 1 PC~lli ... 10 
~a\C a :.ingle ¡nc~ipi11n hJ1ul with h1>111ol11¡~11u~ )(lil 
(Fig. 5). Nu rc:l\:li1.111 \\ilS oh"::it:í\CJ \\ith ll·l'l'C· 
Dlt1:.IO, 

llú1'lllll,i:~l11111111111111 

1ic~u\ts of 1hi) tc:.1 ;uc cnmrau.·~1 in luhlc l. 
Puriíi..:d D-Pl'l' an1i¡;cns •~cucm\I~· h::i11nnrl "::1('11.:dl· 
ically lo ih hu11111logo1h '::IClll. ~cHnhdc"::i'::I \\hcn 
crut.tc lm1opl:h111i11 u111l ht.1~1umy~in \\Crc Uicd. 
cr1M1 1L':1L·tion"::1 \\Ch.' t:úd.:nl in numhcr Jnd tih:f!ri. 

· lntt:r¡uctution ol thi~ lithlL• i1hlu.:.111: lh.11 l>·l'.l'C 
amipt:lb 1m.:s..:n1 J bi:ttcr 11:.11.'.Ü\it~· anJ .1 mote 
h1111hlgcnurn~ IC)ptHhl: \\ith ih h11m11lt1t:o11'i \Clll 

lhan \\hcn U!lin"crmlc anli~cth. 1\11 "'':\L'l!llliun \\',1'::1 
i.ccn with IHUilt.:occi11hlid11111)t:ll"::ib '::!Cfllln \\hh:h 
rcactoJ wilh ll·l'l'l" llla>lu 11ilh a l:K li1cr. 

n 

f1i:. J. hnn1ulll•ck~·1111rh1uhh 111 l>·l11'C·ll1,1.., tAi,1 anJ ll· 
1111l.'·lll.nh1 l ~~:I 1o11th h1111~¡il.au1111m hun\.an ~uum tSI. 

·.: 
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---------·-----·----- ·----·-·-- -----
l1a1it11h lli,111111,"miu l>·l 111l'•lli•hl 111.nhllll)dll O-l1l1C·UIJ,IU 

.S1.l1•r.:mlp1utci11 t.fll'tt.'ml11rn1dn -iti.S µ;_ mi prnlcin $2.011g ml¡uotcin 

Tim• Ti1crt li1c1• 1i1.:r1 

--------
CocciJi11l1to• 
nl)'C'Ud\ 

(l)' 1:m11m 1:4(.!,S) l·lll SI 1:2(1, l) 
Jl,uan)CdJiui· 
dUlll)'C'U1is 

(1) 1:2 ll/1) {-)(1/1) 1:21111:4f);7) 1:8 (1;1) 

bla\IUlll)i:toii. 1:411/4) 1:4(2/4) 1.4(1 <J 1:4(1'<) 
(4) 1:16(1/4) r l:C.lt?4J 1:64 (2 4) 

Hhtupl.1111111 .. is 1:2 to 1:4 (7/21t) 1:2 to 1:-l (9,':?K) l;2 IO 1:4 (S :!:al 1:211 :?111 
1281 l:K lu l:.51:!(111211) l:Hh111 l:Slllf•,2111 l:ti hl J:l~S(l7 lll) 

Nornu1I 1:411111 1-117111 1:411 71 l ·1(7 1 

1h11:111:.r¡:hui11u1io11""\11uJc h)' 1l1c i;IL11~ral1kh~1h: llll.'lh111l, rc-.11J111¡: ... 11:. .111J 2-4 h. 111111,·m Jc1.:1111in.11i11n1 (lf ¡111ti1•cm ~c1c dnnc b)' 
miCM·Kjc1Jo1hl ;tnJ l.mHr p111~cJu1c1. fiamun in p.1ri:111hc,ii 1111hi:.11c: numhcr uf '('rJ h.1cm.1l!l!l11tinJti~1n lllrl 1ut11I numbch llÍ 
ptu\Cr1 Hf:l. 
1Ti1rh1an¡;c 

thc paracuccidioidomycu.,i., sera trnd a gr..:u1.:r 
rcac1h·itr in thb 1..:)1 tlrnn with lm~magghninntiun. 

In 1his lc~l ca u\S r(¡1c1ion ... wcrc: .ih.o cvidcnl 
(T:tbh: :?). 11.:\ctlhdL·,:, thc c1m~ rcuc1i\·i1y uf thc 
purificll í1tlligi:11s tllb10 ur llla!.hl ll·PPCJ w;is 
hil~lh'f whcn comp<ircd with thc hac111a!!glutim1lll\11 
h.':.>t tT11bk· 11. Thc 1n11l1~ with hla~tum)c:O~h 11nd 
hi!ltopht,mu,i:.> ~cr.1 nml;c this cl.:ar. J·urthcnnur.:. 

· Thc utilitiltion uf ir1111111nol1•l=kal proccdurc) in 
m~·cological ':.CroJiagno~i.,, L0 pidi:111inlnl~ical Sllhli~·s 

-J'u/111·1. C1•mp;iro111\i: 1uuh' uf i.:ompkmcnl h\:11iun micrnlL'\I \lilh po11i.:111\\CU1 \\, .:rudc .inJ 111111fo:J .inticcn. ol l/iu11pl1J111111Jr,1I 
Sl.JU'-1111.ln's. 

l1utícnl\ llhwrlinmin ll·l'l1<:-tlh10 lll.1\IUOl)cil\ l>·Pl'l'·llla\I•\ 
!.CfU sen sur¿ sur¡ Sii"( 

h111111hi.h hcmo\)\ii. 111•111111~\h lu:mol)•h 
l"ilcr•1 liten• lilch• Ti1cn1 -------

Crn.:d1li11i1lu· 
nl)ClUil 

{l) 1:112,.l) 1:212 .. \J 1:111 ll 1·11.ll) 
Pa111c11.:ddi•'Í· 
J\lt11)CU1i\ l:Mtu 1:2$6(616) 1:210 l:.t ll"' l:K 1t1 l:i~f1tb.6) l;lhtu 1:2S6th fil 

lll l:H 1111:1211 ¡J 6J 
11l.t\l1llll)~Ullii11 

(11 l;l(l/ll 1:2hl 1:412 21 1:411, 11 1•4(1 ll 
lli\h!Jllol\lol\l,.j\ 1:2 rn 1:411/lS) 1:2101:4fl4;HJ l:J 111 1:4(1U 2SJ l:l lo 1:4 (111 ~~I 

(lll 1:610 l:lli(IO/lll l:Ktol:l«•l6!lSJ l:Mlo l:llll, lll 1 :11 .. , l:Jl t:! J~J 
Nurm.tl 

(11 l:lll/7) 1-111/7) 1:111111 111111 

Comrkmcnl {i\llinn mknU~\l ltl SIJ';'b lu:muly\i\ M.:n rcrformcd ª' intlicillCd b} ene \CIUllilwnmuc rwú·du11:,, F1;u:1ii111 in 
parentltoii. indici1c: numflfr uí 1era \\Ílh cu:nrl.:rncnl Í.\in~ UICll/ h1111l 11umbcr u1· ru)\cn 1cra. 
llilc11i1ancc 



u 

ll 

UIUI h1h01i1hlr)' n:liCUICI;, 1111\'C l11:c11 \\'idd)' llU''I Ílll' 
ac\'t•iul )'l'nrs. Nc\'c1 llldc:.s, tlicrc hu:a illn ¡1ys hccn u 
continuuus s.cr.rch for hcllcr !i.Ju:ciíic ami rc;1L'li\·c 

nnliucns concctning princip;tlly fungi that cnus.c 
sy!itcmic inícc1io11s. 

111 ~crodh1gnosis prnccdurcs, dc1cc1io11 of prc­
cipitin. complcmcnt fi>..111io11 und l;i1cx arclu1i11a­
tion a111i11odics are tlic most U!icd 1cch11il¡ucs. 
Thc1cforc 1hc scurch of 11111i~c11s \\ith 11 uniform 
rcactÍ\'Íl)' ílllll !JOOd !-.pccility are nci:c:aliiH)' in vicw 
lo oht;dn 11 un11dari1a1io11 ba:acd unan ea~y istil;i­
linn und ucccp1nhh: rnni:.: of unifurm rcsuhs in 
mycologic;1I scrodiag1111s1ic lnbor.11orics through­
OUI 1111: world. With thi!i idc;1 \\'e ha\'c í11i1ia1cd our 
sllld)' ho(tinc tu clarif)' and 1101 confusc 1hc actual 
knowlcdgc i111his arca. 

Gel imrnunodiffu>ion tcsl, hcc¡uue of its grcal 
íacility of performance, is <>ne of thc rno!il uscd 
scrolliagno>1ic proccdurcs. Thcrcfou: i1 is intcr· 
csling to notc llrnt cross rcac1ions mar he uppo11c111 
or 1101, dcp~nding un lhc soh·crH uscd in thb 1c>I: 
sodium \'ctnn;il, salinc solution or pho>plrn1c buffer 
sohuion. In our ca>c whcn purificd 11111i!!cns 11· 
l1PC-lli!il0 nnd 1>-PPC-llla!iilO \\'CIC u.·stcd il~ninsl 
Íls rcspc..:1ivc humoluguU!i, he1crolot:ous arul 
normal scrn, ming !i1ili11c 11nd pllll!iillhatc buffer 
solution, no crm!ii rcac1iuns wcrc ob!iicn·cll. Nc\·cr· 
lhclc!iis using sndium \'C1ot111I as sukcnl, eros!!. 
n:nc1inns werc c\'idcnt hctwccn l>·Pl'C 11111~10 ;111d 

· ll·Pl1C-llh1n wi1h hc1crnlognus scri.1. 
Thc imnu11uu1l~flr'l(1horcsb gi\'cs a gn.·;ucr rc!i.O· 

lution of 1111.1 (Ulfif1i:J antigcn!ii, ~i\'ing only onc 
pcrfl:CI band ínr ll·PPC·llis1n suggc~ling tlm11his 
mctl1nd of untigcn l!ittrilcliun nnd dcpru1cini1atinn 
lrc¡¡t111cn1 givl:s an homugcnnus puly;ítcclmridc~ 
pro1d11 complcx 111ix1111c. 

With huClllilfüdlllinnliun und com11lc111clll fi.11.n· 
liun ksh. i1 is ohst:rn:d lhat 1>-l'PC ami~cns urc 
mure.: )pccific lhnn crudc anlÍ1Jcns (Table> 1 & 2) 
und con;idcrlng 11gglutin:11io111i1crs uf l:H ami 1: 16 
us iudcx tif u ¡1rc~11mpli\'c i11fcc1io11 ur rcilcli\'ily, \\C 
cun !ice thul hncnmggl111i11a1i11n lc:.I 11111h!ii nwu: 
cvidcnl lhc ll'11c1iu11 l11.:1wcc11 humuluguu!i :i.)'~lcnts 
Ll5111g pu1 ilicd un1igcns. 

11 is oh\'iuus llml crou rt:ilcliuns cxid bul lhc!ic 
urc much more cvidcnl wi1h crudc llmn wilh 
purifkd un1ig1ms. Ncvcrtl1clcu lht:paracoccidioido· 
mycosis sera cxhibi1s 11 high cross rcac1ivi1y wilh 
bu1h nn1igc11!ii (crudc &' purificd) 1h111 wc do nol 
undcrscand ut 1hc JlfC!iiCOt 1n.>mcn1. 

In pl'C\'iarn~ \\'lltk (:?I, :?:?) 1hc im111111h1lt11:iL'i1I 

.!.llHI)' of D·Pl'C'·llhto 11111i!!l·11 wilh ho111nh1gnus 
hum1111 sc1a t11HI coccidiuiJom\·coi;is hu1m1n scrn U:i 

\\'cll as wi1h ccllul;ir rc!iiponsc
0

i11 /li'1op/m11w 1111tl 
Coc·riclioii/e•J !iic11si1 i1cd mice :1rl11urcn1 ly showc1.l nn 
cnn> rcaclhrns. Thb \\'ib also lhc CihC in prcdpi1;1-
1io11 14.:>IS whl:n U!iiing i1~;1ro!i.C·>ali11c ~ohuin111111d 
U!lillU!iC·plhhpha1c huffcr soh11ion .• Thc pn'Sl"Ul 

rc)uhs corruho1a1c our prc\·ii>ll!ii ..:onclu!iiuns. 
Allhou!?h our rcsult!ii!iill!WC't >imilo1ri1ics bel\\ ccn 

1hc sludil.'d a111igc11>. ilS rc\'calcd by 1hc in11nunc 
~)':i.h:rn rccu!,!11i1h111. 1hc1c ill'C ulso con!iiidcrnMc 
diJfcrcnccs bc1wccn tlu:m. sinl.'c rh..:: resuh.!. are 1101 
unifurm h1n t¡11i1c \ariahlc. 

Therc haH hcen innurncrahlc wurks 011 fungal 
a111i~ens bu1 unfor11111a1cly 1hcn: h;i-. 1101 bccn ¡1 
common cri1crh1 in hola1io11 <1ntl purif1ca1io11 
1111:1hod>. and thcrdorc no uniform fC!iiUllS. In !iJlÍlc 
of\'Cr)"r:h1born1c i:llllil!cns. in !i.om~ 4ualificd centcr~. 
thc!iic are 1101 commonly arnilablr: in pour 
m~·cological diag11os1k labora1uric!> 1hroughtlu11he 
\\'orld. Thcrcforc \\C are ccrwin 1ha1 un ln1crna-
1ionul s~·mpm.ium 011 Fung;al :\111i~Cll!ii \\'Uuld he nf 
an cnurnwus prnfil 10 all who work lhl\ ill'(il. 

l. 1\u,un('.:o. S, l'Jt.\I, C11uplU1!! ufcni)m~' 10 p1111d11\ 1111h 
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BIOCHEMICAL STUOIES OF POLYSACCllARIDE-PltUltlN A111't"till rnu1•1 1 """' •nu"'"" 
SYSHMIC IWCOS!S, 

Torlello, C., Rosas; J,L., Martinez, A., Reyes-Montes, M.R., Latgé, J.P.• and 
Taylor, M.L. 
Departamento de Ecologia llumana, Facultad de Medicina, Universidad Nacional 
Autónoma de México, México, D.F., •Lutte Biologique, lnstitut Pasteur, Parls 
France. 

Although much rescarch has been done to obtal11 specific and reproducible 
antigens from dimorphic fungt causing systcmic mycoscs, rusults are still far 
fr0tn accurate. Tite recognition of dlfferenl antigens in differcnt cell types, 
the differenl exlractions, l111nunologlcal anti analytical mcthods of character­
lzation and ldentiflcation of antigens rrom llistol!.]}sma c~sulatum, Olastom1ces 
dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis a11dCnccli.ffo1dns 1n1111tisr.i'lSCS a 
great doub'f"about 1<hich 1<oufdbe r.hc bcst for itSiilufiñCUselnfiíng•l scro­
diagnosls. Furthermore, the above folcts justify the co11tl11uous research by 
each group of 1nvest1gators In arder to isolate anil 1<ork wilh ils Otfü antigcn. 
In previous works (10, 11) a deproteinized, polysacchari1le-proteln compiex 
(0-PPC) was isolatcd wilh a good i1m1u11ological •ctivity from !l· f!!~~.!!l~!!'~! and 
B. denlldtitidls, Low cross reactlons were found among these fungal anUgens in 
coniññiliñyco1Q9Tcal serodiagnostic procedurcs. Thc facllity of isolation and 
Jreat stabil ity makes its use pass iblc as a current antlgen in dcep mycosis 
diagnosis. Therefore, it is our aim In the present study, lo characterize 

thls 0-PPC in arder to make obvious the possible biochemical similarities 
a11d differences and ohtain a good standarization of these fungal molecules. 

MATERIAL Mm MElilOOS 

f!1!1~i .. Thc four fungt usc1l tn lhis study wcru tllgo¡!.~!l~!,!~l ~!'l~~-1.~!tlll.1! (500!i, 
~026, 5027), ~!1 ~is_ t ~ll!IJf ll~ ~~!1J~~1.! ~- i !~~~. ( 5 504, !ifüll ). f:ncr:J~!.1~1.~ ~!~·.'! J~!!!I ! lj ~'. ( 49. 
5221) ,11111 P.ir.1rncd1liold11s hrasilitmsis (Aurnlio), Al\ str.iins Mn f1·11111 Insti­
tuto de Sa liihi'iit.1<1 ·:¡.-t;·,¡¡;·r111eilailüs ·rr¡;¡dca les ( 1 sn), Mex leo. Fung 1 w1•1·e grown 
in S111ilh 1 s aspar1·J9t11c ml!lllum durtng stx monlhs ¡1l 26ºC, 
A111.i~· Polysaccharidc-protein co111plexes (l'PC) were isolated by filtration 
'(iollllipore) of the culture medium (crude antl~ens¡, phenol extr.1ction (10 ml 
phenol/10 g filtrate). dialysis and alcohol (901 precipitation. The 
<leprótc 1 ni zcd po 1 ysacchari de-protei n comp 1 exes ( 0-PPC) were obta t ncd af ter 
Sevag (chloroform-butanol, lOX) and pronasc (1%, 37ºC, one week) treatment. 
Chemical and llnalytical Proce<lures. Protein and total carbohydrate co11tenl of 
0-PPC were measured by Lowry 17/and phenol-sulphuric (1) methods respectively. 
ilucleic acfds werc d"lermined by thc orcinol (5) and 4-nl trophenil hydrazinc 
(12) methods. ilydrol,.;is of D-PPC was carrlcd out in llCl 4N, durtng 4 hrs at 
lOOºC and neutralized by KOlt "in vacuo". llydrolysates monosaccharide 
composition were detcrmined by thin layer chromatography, and silane deriva-
ti ves were prepared and separa ted by gas-1 iquid chromatography and r¡u<111t ified 
by peak arca planimetry. Polyacrylamlde gel electrophorcsis of U-PPC's was 
realized with 5% acrylamide, electrophoresis at lOOV during 2 hrs and.lhen 
stained with Perlodic Acid Schiff reagent. 
~~ Was obtained from a histoplasmotic patient with the disseminatcd fonn 
of the disease.. • 
~erol.Q!lllil !!.'.H• Ouchterlony's agar gel inmunodiffussion (B) was used to test 
thellllllunoTogical actlvity from the four differcnt antigens (D-PPC) wlth an 
histoplasmotic human serum. 

RESUL TS 

Proteln, total carbohydratcs and nucleic aclds from 0-PPC's of all stralns 
sturlicd are shown in Fi9, 1. Although two deproteinization methods were used, 
therc was still from 1.3 to 9.3t or protein in each 0-PPC. This protcic 
fraction is slrongly united to thc polysaccharlde fraction ;irnl "" believe this 
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unfon fs the mo1i fmportant part of the mnleculu. 
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F!g, 1 Chemical co111position (%) of 0-PPC anligens. 

After hydrolysis of 0-PPC' s, thin ]ayer chromalography detected three i111por­
tant sugarsl glucose, mannose and galactose in ali four fungl, i<hile traces ¡¡f 
hexosamines were detected in 11. capsulat11m and f. inmitis. In Flg, 2 the ' 
monosaccharidc composition (:T of the polysaccharide fraction by gas-liquid 
chromatography can be observed . 
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Fig. 2 Monosaccharide composition (:) from the polysacct1arlde fraction of 
0-PPC's. 

In view of the very poor growth of !'.· !!rasllfensls, there was not enougfl 
0-PPC far this analysis. Current work is belng done In order to obtain 
available material for this fungus. The percent of sugars present are vcry 
similar in the three f ungl a Jthough ga lactose has a sma ller proportlon (2 .8 -
1J.6i) and there is more mannose than glucose for IL caps11¡atum. Poly­
acrylamide gel electrophoresis was done to observe-the pur ty of lhe isolaled 



D·PPC (Ffg. J). After testing dlfferent acrylamide concentratlons (5, 6, 7, 
10, 12, 15~). the best resolution was obtained at 5% acrylamfde, and 3 bands 
for !i· capsu¡atum, two bands for ª-· dermatitidis and one band for f. l!!:!!!J.lli 
were made ev dent. None could be.observed for E· brasiliensis. 
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Ffg. 3 Polyacrylamide gel electrophoresfs of the D-PPC antfgens (schematfc 
representat ion). 

The Ouchterlony fnmunodfffusfon test was done (Ffg. 4) in arder to test the 
inmunologfcal actfvlty of the D-PPC antfgens, compare them wfth crude 
antigens: hfstoplasmfn, blastomfcfn, coccidfoldfn, paracoccfdoldfn and observe 
cross-reactfons between the four fUngl. 

Ftg, 4 Ag1r gel inmunodfffusion of D-PPC's. Cd-coccfdioldin, Pc-paracoccl­
dtoldtn, Bm·blastomlcln, Hp-hlstoplasmtn, Hs-hlstoplasmosls h11111n 
ser1111. 
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0-PPCls show ]css cross-reactlons than crude antlgens, although therp are 
still cross-rcactions belween heterologous 0-PPC's. 

OISCUSSJOI/ AflD COtlCLUSIOtlS. 

Apart from its fac1lity of isolation and stab1lity, the isolated D-PPC givcs 
a good imnunological response and low cross-reactions in' routine tests for 
systemic mycoscs diagnosis. 
11. ca~tum, n. der11i.1lit1dis, P. bras11iensis .ind C. líl111ills share some 
uiocfiemica 1"strüctüri!5as-i1íls-bei!n liciiioiiStra lcd by c1Trrorc11lTnvcs l igators. 
All four fungí conlain glurose, ni.innose, galaclose ami chitln in lhclr cell 
11all, allhough llw glytosidic linlages or / and concenlralions are 11Hfcrent 
whelhcr in the mycclial or yeasl form. Therefore, antlgens from lhesc four 
organisms, which are derived from myccllal or yeasl cell ualls or whole cells, 
must prohably contain similar slructures ami also, must have sorne particular 
or spec1es speciflc slructure. 
The presence of conMnon antigens by thesc microorganisms are responsiblc far 
the limitations on thc in~1unological interpretalion of lhe serodiagnosis of 
decp mycoses. This parl icular characteri s t le has bcen cons idercd by many 
aul11ors (4) 11ho by bidimensional inununologic analytic procedurcs (Cross­
in111unc clectrophoresis 1 tandcrn crosscd immunoelcctrophoresis, etc). 
invcstigatcd the relatlonship among th1s group of fungi, demonstratlng lhe 
crnm1on and dlfferent anti!lcnic structures bet1·1een them. K,1shkln and cols 
(6) al so made a comparativo biochcmical study of thosc molccules, using the 
usual methods of extraction, to obtain [1Dlys•crl1.1rides-rtch or proteln-rlch 
frar.tions and also showing lhe knmill fact that prolein-rlch antigens are 
useful for detcction of cellular inn1une response and, polysaccharidc-r1ch • 
fractions for detect ion of hunooral immune response. Thcy al so made cvident' 
lhe cross reactlons presenl among these fungl in humor.il and cellular tests. 
Oiffc1·ent authors have isolated specif1c antigcns from each spec1es, as are 
antigens 11 and M from 11. capsulal11111, (9) anttgen A from B. dermat1tidis (2), 
anllgens A & 11 from c.-1n1nítls-T3rand antigen E from P."hrílsllTens'ls-~13). 
llo1'evcr, lhey can only iii!OGTainecl aftcr labol'ious ancl-exi>ensiVeliiCti\ods 
1·1hich can nol be cstablished in all fungal serodiagnostic laboratorios. All 
of these ~mrks have been made in arder Lo clarify differcnces and sim1laritles 
amung these fungi In arder to correlate host 1nrnunologlc response with 
di•unosis, course and prognosis of clinlcal dlseasc. 
lle certainly think thcn, that therc must exist a slandarlzatlon of antigens 
in arder to obtain the char.1ctcristics of a good routine reactive: facillly 
of isolallon, low-cross-rcaclions, good speclflcity, hi9h reproductibilily 
and great stahllity. To attain lhis !IOal wc lhink lhat all of us who work In 
this arca should prrnnole an internatlonal S)'lnposium on fungal anttgens In 
arder to exchange differenl ~nowledge and obtain consequently the so desired 
standarizalion of fungal anligens. 

REFEREIMS 

l. Oubois, 11., Giles, K., lla1nilton, J.K., Rebers, P.A. & Smith, F. 1951, 
A colorlmelric melhod for lhe determination of SU!lars. /foturc, l6B, 167. 

2. Green, J,11., Knox llarrell, W., Johnson, E .. 1., & /lenson, /!, 1980, 
lsolat1on of an anti!len from !U~~~ !!!'.!'.'!'!!!J.l!<!.!.i• that Is speclfic 
far the diagnosis of Blastrnnycosis, Currenl Microhiolooy, i• 293-296, 

J, ttuppert, M., Spratt, 11,S., Vukovich, K.R., Sun, 5.11., & IUce, E.11. 1971!. 
Antigcnic analysis of coccldlodin aod spherulin delennined by two­
dimenstonal inmunoclectrnphorests. l_!}fection and lninunity, ~. 541-551. 

~. Huppert, M,, Adler, J.P., Rice, l.11. & Sun, S,11. 1979. Conmon antigens 
among systcmlc disease fun9I analyzed hy two-dimcnsional invnunoclectro­
phoresis, lnfecl1on and lnvnunity, LJ_, H9-~85. 



, 
1
5,, Kab~t, E.A. 1961. ~xp~rimental !ovnunochemistry. 2nd. ed, pp, 530-561. 

tharles e. Thornas, pr ngf'TC1ifTi 1, · 

6, Kashkln, K.P.', Drozdov, A,!, & Ponomarenko, V.A. 1970. Cornparative 
fll11lunochem 1ca1 s tudi es o f d 1 fferent ant igens of deep mycoses pa thogens. 
Annales d' !nununofoqfe (lnstftut Pasteur), !fil, 2117-300. 

7, lowry, O.li., Rosebrough, N.Y., Tarr, A.L. & Randall, R.J. 1951. Protein 
measurements with the Fol in reagent. JQ\llTulL.Jl.LJliological Che11litlrL, 
fil, 265-275. 

8, Ouchterlony, O. 1962. Oiffusion in gel methods for inm1unological 
analys1s. Progress in .~Jlorov, §.1., 30-154. 

9, Pi ne, l., Gross, 11., Bradley, G., Malcolm, G., George, J ,R., Gray, S.B. & 
Moss, C.W. 1977. Procedures far lhe productfon and separatfon of 11 and M 
antfgcns in hfstoplasmin: chemfcal and serological properties of the 
isolated products. Mycopathologia, fil_, 131-141. 

10. Reyes-Montes, M.R., Martinez, A., Toriello, f. & Taylor, M.l. 19Bl. 
Anti gens from lllstoi!..!J!!;'!l! capsula ti!!!! and Olastomyces dermatltidls. ! . 
ln111unological comparatlve studies from polysaccharide-protein complexes 
of Both fungi. Mycopall1olog1a, in press. 

11. Taylor, M.L., Reyes-Montes, M.R., Lachica, A., Eslava-Campos, c., Olvera, 
J. & Maxwell, R.Y. 1900. !nununology of hlstoplasmosis: humoral and 
cellular actlvity from a polysaccharide-protein complex and its 
deproleinized fractlon In exper1mentally immunizad mice. Mycopathologia. 
:u_. 159-166. 

12. Hebb, J.M. & Levy, ti.O. 1968. Neii developments in the chcmlcal 
determination of nuclelc aclds. Methods in Oiochemical Analysis, §_, 1. 

13. Yarz,íbal, L.A., Bout, O., Naquira, F., Frult, J. & Andrleu, S. 1977. 
ldcntification and puriflcation of the spcclfic antiqcn of 
!'aracoccidloi<les bras ilienfil responslblc far inmunoelectrophoretfc band 

~·E. Sabouraudia, li_, 79-05. 

224 



Re11. Mex. Mic. /: 211-226, /985, 

INVESTIGACION DE LA RESPUESTA INMUNE A ANTIGENOS 
FUNGICOS EN PACIENTES DE UN HOSPITAL DE 

ENFERMEDADES llE!¡PIRATORIAS 

211 

por: Marti'n Becem1, • 
G11stavo Acosta, •• 

]esrís Casasola, • 
&•mando Rebora Gutiérrez, **• 

Marra Luisa D1í1z Gómez, **• 
Osear Ve/asco Castreión, •••• 

Mari'a LrlCl'a Tay.lor* y 
Co11c/1ita 1oriello• 

RESEARCH OF THE IMMUNE RESPONSE TO FUNGAL ANTIGENS 
FIWM PATIENTS OF A RESPIRATORY DISEASE HOSPITAL 

In order to amplify thc knowledge of systemic mycosis in'Mexico, and 
choracterize the poss1ble associations with pulmonary disease, different in­
munological tests (precipitation, complcmcnt tixation, E LISA, skln test) 
were perforrncd in 98 patients from different regions ot' tite Mexican ltepu­
blic hospitalizcd in a National lnstitutc of Respiratory Diseascs (whlch con· 
centrales 1>aticnts from thc Mexican Republic), where !JS°lo of the patlents 
had ch ronic tuberculosis. Seven crude fungal antigens (histoplasmin, blasto­
mvcin, coccidioidin, paracoccidioidin, candidin, sporotrichin and aspcrgillin) 

• and 3 p11r111cd antigcns (dcprotcinizcd polysaccharille protem complexcs, 

Dcpto. de Erologla Humana, Facultad de Medicina, U.N.A.M., México, D.F.; 045!0. 
•• Lab. lnmunoquímica, Escuela de Medicina, 1.P.N., México, D.F., 11540. 
••• lnatiluto Nacional de Enfcnnedadcs Respiratorias, S.S. México, D.F., 14080, 

. ••••1ns1itu10 de SalubrÍdad y Enfcnnedade1 Tropicales, S.S., México, D.F., U540, 
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D-PPC): D-PCC-histo, D-PPC~occi, and D-DPPC-paracocci were tested. The 
results indicatecJ an immunoscnsitizing contact between patients ano fungí 
and a greater reactivity of crudc anligens than purified antigens was obscr­
vcd in the immunological tests used. 

RESUMEN 

Con el !in de :unpliar el conocimiento del estado actual de las micosis 
profundas en México y 'caracterizar posibles asociaciones en padecimientos 
pulmonares o profundos, se realizaron diferentes pruebas inmunológicns 
(precipitación, lijación de complemento, El.ISA, intradermorrencción) en 
98 pacientes ·proveúientes de distintas regiones de México hospitalizados en 
un sanatorio de cnfcnncdades respiratorias (que concentra 11acientcs de to-· 
dµ la República Mexicana) donde el 95% de los pacientes padecían de tuber­
culosis crónica .. Se probaron 7 antígenos fúngicos cntdos (histoplasmirrn, 
blastomicina, coccidioidina, candidina, esporotricina y aspergilirrn) y 3 untí· 
genos purilicados (complejos polisac:íridos-proteína deproteii1izado CPl'-D): 
CPl'-D-histo, CPP-lh:occi, y CPP-D-paracocci. Los resultados indicaron un 
contacto inmu110scnsibilizante de los pacientes con los hongos y una mayor 
respuesta de los antigcnos cnrdos que los purificados en h1s pntebas imnu-

. nológicas utilizadas. ' 

lNTRODUCCION 

Desde que González Ochoa (1960) y Carrada (1962) realizaron un estudio 
de pacientes de diferentes hospitales de México para ver su respuesta a antí­
genos túngicos, no se había vuelto a investigar sobre la incidencia de las mi­
cosis profundas en pacientes °ilc. cnfcrmedudcs respiratorias. Teniendo en 
cuenta que la hlstoplasmosis es ya considerada en México una micosis im­
portante en la salud pública (Velasco, 1985), además de que existen zonas 
endémicas de coccidioidomicosis y paracoccidioiclomicosis en el país (Vclas­
co, 1981; González Uchoa, l!.167) y tomando en cuenta el frecuente diagnósti­
co de candidosis en centros hospitalarios, se consideró importante realizar el 
presente trabajo en el Instituto Nacioqal de Enfennedades Respiratorias 
(INEl<J que concentra pacientes de toda la República Mexicana. Debido al he· 
cho de que en nuestro laboratorio se obtienen antígenos para el diagnósticc 

. y pronóstico de las micosis profundas y oportunistas (Toriello et al., 1982), 
nos pareció importante probar la reactividad y especificidad de antígenos 
crudos' y purificados en diferentes prnebas inmunológicas en una población 
de 1>acientcs con enfermedades respiratorias, con el fin de caracterizar posi-
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bles asociaciones o antecedentes de enfermedades micóticns, ya que muchas 
veces éstos pacientes desarrollan infecc;iones concomitantes que dificullm1' 
la resolució1I del padecimiento. 

MATERIALES Y METODOS 

POBLACION ESTUDIADA: El estuoio füe realizado en 98 pacientes 
del INER, a los cuales se les tomó IO mi de sa1rnre para obtener el suero y se 
.les aplicó la intradcnnorrcacción al día >iguiente. Las características de los 
pacientes vienen descritas en la tabla l. 

· HONGOS: Para obtener los antígenos se utilizaron cepas de hongos ais­
lados de casos humanos: llistoplas111a caps11/11t11111 (cepa León Pérez), l'ar11c'o­
ccidio1des brasiliensis (ISET-5508), Cocciclioides i111mitis .(ISET-5221), Blas­
tomyces dermatitidis (ISET-5005), Aspergil/11s fi1111(i:at11s (Ell-20), Sporo­
thrix sc/1e11kii (CDP-705-78) y Canclida albic1111s (EH-21). Las cepas fueron 
mantenidns en agar de Sabournud a 26ºC en el laboratorio. 

ANTIGENOS: Se obtuvieron 7 antígenos crndos y 3 purilicados. Las his-
16.plasmina, blastomicina, paracoccidioidina y coccidioidina fueron obteni­
das del cultivo en medio de Smith con aspara!lina después de 3-4 meses de in-'. 
cubación a 26° C.'Cada filtrado fue IO veces concentrado de su volumen ini­
cial, obteniéndose así los antf!lcnos crudos mcncionmlos. Las histoplasmina, 
paracoccidioidina y coccitlioidina fueron purificadas postcrionnente por me­
dio de la técnica de Kirby (1956) modificada por Taylor (1977). A IO mi de fil­
trado concentrado se le a!lrC!laron 10 grs de fcnol líquitju. Se separó la fase 
acuosa, la cual fue precipitada por etanol.al 95°1o. Este precipitado fue poste· 
rionncnte desproteinizado por pronasa al 1°/u, 37ºC, durante 7 días (Taylor, 
19TI ¡ Sevag, 1934), obteniendo así los antígenos purificados denominados 
complejos polisacárido-proteína desproteinizados ( CPl'-D) de //. c11ps11/11t11111 
(CPP-D-histo), P. brasilieusis (CPl'-0-paracocci) y C. i111111ilis (Cl'P-D-cocci). 

La asper!lilina fue obtenida del liltrado del cultivo de A. f11111igat11s con 1 
mes de incubación a 26ºC en medio de Czapek modificado (dextrosa en lu­
gar de sacarosa). El filtrado fue dializado y concentrado IO veces y precipitn­
do posteriormente por acetona en frío. La esporotricinu fue obtenidi1 del til­
trado del cullivo de 3 nwses de incubación de S. sc/ll!11ckii a :?6° C en medio 
sintético de Maria! (Toriello y Marial, 1974). El tiltrndo también fue dializa­
do y concentrado parn su posterior precipitación por alcohol (3X) y secado 
por acetona en frío. 
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La candidina fue obtenida de levaduras.cultivadas a 37ºC, en medio se­
misintético constituido )lOr: dializado de extracto de levadura' 10 g,, 
KH 2 P04 1 g, KCL 0.5 g, FES04 0.01 g, MgS04 0.5 g, y glucosa 30 g, c.b.p. 
1000 mt: Después de 48 hora~ de incubación, las células fueron muertas con 
formol al 0.5"/o 'y lavadas tres veces con solución salina; Las levaduras se rom· 

· pieron por medio ,del fracciomidor Rllll a 40,000 psi, 7 veces por 5 segun­
dos. Se procedió a u11a centrifugación (250Xg) para eliminar el debris celular 
y el sobrenadante fue utilizado como antígeno. A todos los antígenos utili­
zados se les determinó )lroteína (según Lowry, 1951) y carbohidrato (según 
Morris, 1948). 

INTRADERMORREACCION (IOR) 

Para In prnebu intrmlérmica, se regularizaron los antígenos en n:uctorc~ 
conciciilos uproximmlmnentc 10 µg prote(nu/0.1 mi de solución salina isotó­
nica estéril. Solamente la esporotricina fue utiliznda a unn dilución de l/20QO 
que conespondc u 3.5 µg prolefoa/0.1. mi. La prueba se realizó aplicando 
0.1 mi intradénnicamentc en la cara interna del antebrazo. Se leyó a las 24 y 
48. horas, considenlndose JlOSitiva la reacción con eritema e indurnción ma-
yor de 5 mm de diámetro, · 

PRUEBAS SEiWLOGICAS 

El suero separado de cada paciente fué distribuido en alícuotas y almace­
nado en congch1ci6n con azida de sodio c~mo conservador. 

La inmunodifusión (ID) se desarrolló scg(111 la técnica de Ouchterlony 
(1978) con una solución amortiguadora de glicina (7.50/o glicina, 0.90/oNaCI 
y O.l°io azida de sodio) con 1°/o de agarosa. La contrainmunoelectroforesis 
(CIE) se llevó a cabo utilizando solución amortibruadora de veronal pH 8.2 
con l°lo de agarosa y una corriente de 1 mA por placa durante l hora. La reac· 
ción de ftjación de complemento (RFC) se realizó según la técnica del 500/o 
de hcmólisis (Manunl OPS, OMS, 1975) y finalmente para la prueba de ELl­
SA (Ensayo lnmunocnzimático), se procedió según la técnicn de Voller 11t al. 
(1979) utilizando un conjugado anli·lgG antl-lgM marcado con fosfatasa al­
calina (Cordis-USAJ estimada JlOr absorbancia a 405 nm, corrigiendo los va­
lores con la absorbancia no cspccilica de sue'ros normales. Esta técnica sólo 
fue llevada a cabo en los sueros que presentaron reacción positiva a las prue· 
bus de inmunodifusión y contraininunor.lectroforesis para comparar la reac­
tividad y sensibilidad de los antígenos crudos y purificados. 
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ANALISIS ESTÁDISTICQ 

Se realizó con tablas de contingencia para calcular la significancia (P) por 
medio de x2 

RESULTADOS 

La población de pacientes estudiada procedió en su mayoría del pabe­
llón 5 del Instituto de Enfermedades Respiratorias, constltufcla totalmente 
de mujeres· entre 17 y 75 mios de edad y de las cuales el 75.70/o p¡1decfan de 
otras enfcnnedades respiratorias (Tabla 1). Tomando en cuenta lá división 
de la República Mexicana en doce regiones de mayor a menor marginación 
de fü población seg(m el IMSS-COPLAMAR (Tabla2), se puede observar t¡ue 
la mayoría de los individuos provenían de la zona centro del país (Estados 
de México y Morelos: 27.55°/o) y del Distrito Federal (20.40/o ). Por otro la­
do, es importante destacar la ausencia de enfermos provenientes de las zonas 
sureste y pacifico norte. Con respecto a la edad de los pacientes, que oscila­
ba 4111 un rango de 17 a 75 aílos, se encontró que el 920/o de los casos que resul­
taron positivos a las pruebas intradémtinas realizadas, correspondían a indivi­
duos de menos de 60 años y un 7.47°1o a mayores de 60 años (Tabla 3). 

La aplicación de la prueba intradénnica (IDIO con los 7 antígenos en la 
población estudiada, mostró que el mayor número de reactores positivos 
a éstos antígenos fúngicos provenían de los estados de México, Morelos y 
D.F. (Fig.I), lo que corresponde asimismo al mayor número de pacientes de 
esta zona (Tabla 2). En la fig. 1 podemos observar una reactividad a la IDR 
del l°lo a la histoplasmina en la región Centro, 8.10/o a la coccidioidina en las re­
giones del Golfo Centro y D.F.; 11.20/o a la p11racoccidioidina en las regiones 
del Golfo.Centro; 12.20/o a la blastomieina en las regiones del Centro, D.F., 
Golfo Centro, Centro Este, Pacífico Centro; 5.1"/o a la csporotricina en 
las regiones Centro, D.F., Golfo Centro, Pacifico Centro; 17.3"/., a la candidi­
na de las regiones del Centro, D. F., Golfo Centro, Centro Estc, l'acílico Sur, 
Pacifico Centro, Norte; y por último 5.1°/u a la aspcrgilina en las regiones del 
Centro, Centro Este, Pacffico Sur y Pac(fico Centro. 

En la Tabla 4 se puede observar el resultado de las pruebas de inmunodi­
fusión en gel (ID) y contrainmunodectroforcsis (CIE). La mayor reactividad 
Ja encontramos con el antígeno de paracoccidioidina, tanto en ID como en 
cm. La blastomicina fue negativa para todos los pacientes en ID, ~in embar­
go, se encontró un 28.5°/o de rcactividad en CJE . 

. Teniendo e~ cu en ta que ell2 °/o de las pacientes estudiadas prcsen ta ben tu-
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EDAD: 

SEXO: 

DIAGNOSTICO: 
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TABLAI 

POBLAClON ESTUDIADA 

98 pacientes del Instituto 
Nacional de Enfennedades 
Respiratorias. 

17 - 75 años. 

Femenino 

Tuberculosis 
Tuberculosis y diabetes 
Otras enfennedades res­
piratorias. 

75.5 °/o 
1 i.0°/o: 

12.3 °/o 

berculosis y diaoetes y ésta última afección es un factor predisponen te en la 
· adquisición de micosis oportunistas, se trató de relacionar los resultados. de , 
las pruebas realizadas en estas pacientes con asociaciones micóticas y se en­
contró en tres de ellas una probable asociación con candidosis ya que presen­
taron positividad en las pruebas de fijación de complemento, contminmunoe­
lectroforesis y a la intradermorreacción con el antígeno candidina (Tabla 5). 

Para tratar de encontrar una correlación entre las distintas pruebas inmu­
nológicas utilizadas, se realizó un análisis estadístico por x2 y se encontró 
que al correlacionar las pruebas ele IDR e ID no había correlación (P>IO.OS) 
para cada uno de los antígenos. Por otro lado al analizar la lDR con la CIE 
utilizando el antígeno cocciclioidina, se encontró una correlación (p<0.05) · 
la misma que se detectó con la canc!klina al corrclacionnr la IDR con la• 
RFC (p<0.05) (Tabla 6). Sin embargo, con los otros antígt:nos eslucliados no 
se logró observar ninguna correl~ción (p>0.05). 

P:¡fo valorar la utilidad cldos antígenos purificados frente 11 los antígenos 
cnitlos, éstos fueron con frontaclos en prucbus de inmunollifusión, con train­
munoclcctroforcsis y ELISA. 
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TABLA 2 
PROCEDENCIA DE LOS PACIENTES EN LA REPUDLIC.A 

MEXICANA• 

REGIONES 0 /o REGIONES 0 /o 

Pacifico Sur Pacífico Centro 
Chiap.as Durango. 
Guerrero 17.3 Nayarit · 2.04 
Oaxaca Sinaloa 

Centro Este Centro 
Hidali:o México 
Puebla · 10.2 More los 27.55 
11axcala 

Centro Norte Occidente 
San L.uis Potosí 1.02 Aguascalientes 
Zacatecas Colima 1.02 

Jalisco 
. 

~entro Occidente Norte 
Guanajuato Coahuila 
Michoacán 1.02 Chihuahua ' 

2.04 
Querétaro Nuevo León 

Tamaulipas 

Sureste Pacífico Norte 
Campeche Baja California Norte 
Quintana Roo o llaj~ California Sur o 
Yucatán Sonorn 

Golfo Centro Distrito Federal 
Tabasco Ciudad de México 
Veracruz 14.2 20.4 

• La procedencia de los pacientes fue considerada de acuerdo a la rc:gionalización de la República 

Mexicana por el IMSS.COPLAMAR. • 
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TABLA 3 

RELACION ENTRE LA EDAD DEL PACIENTE Y SU RESPUESTA A 

ANTIGENOS CRUDOS 

Histoplasmina 
Coccidioidimi 
Paracoccidioidina 
Blastomicina 
Esporotricina 
Candidina 
Aspergilina 

TOTAL DE CASOS 

ºRnnFo de edad de los pacientes: 17·76 aAoL 

IDR==INTRADERMORREACCION 

ANTIGENOS FUNGICOS EN IDR . 

EDAD* 

<60A1'lOS >60 A1'lOS · 
CASO.S POSITIVOS (0/o) CASOS POSITIVOS (°lo) 

1 o 
7.4 1.1 

11.6 o 
11.6 1.1 
4.2 1.1 
16.8 1.1 
S.3 o 

92.6 7.4 
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TABLA4 

RESPUESTA DE LOS AN'flGENOS CRUDOS FRENTE A PRUEBAS DE 
INMUNODIFUSION Y CONTRAINMUNOELECTROFORESIS 

ANTIGENOS PRUEBAS HUMORALES 

CONTRAINMUNO 
INMUNODIFUSION ELECTROFORESIS 

ºlo 0/o 

Histoplasmina 7.1 27.S 
illastomicina o 28.S 
Parncoccidioidinu 18.3 43.8 
Coccidioidina 1.0 23.4 
Esporolricina 1.0 19.3 
Candidina 3.0 3.0 
Aspcrgilina 9.1 · 3.0 

Como se puede observar en la tabla 7, la reactividad de los sueros frente a 
los antígenos de flistoplasma, Coccidioides y Paracoccidioitlcs baja a O en las 
pruebas de ID y CIE al utilizar los antígenos purificados (CPP-D's). En la ta­
bla 8 podemos observar también que el porcentaje de renctividad se redUCl' 
en la prueba de ELISA al utilizar los antígenos purificados. 

' DISCUSION Y CONCLUSIONES 

La población de pacientes estudiados correspondió solamente a mujeres, 
debido a que se inició e.1 estudio en un pabellón del hospitnl que comprendía 
únicamente pacientes de sexo femenino. El estudio continuará más adelante 
con otros pabellones, donde la población comprenda también individuos del 
sexo masculino. Sin embargo, la característica del sexo de esta población es· 
ludiad.a debe ser tomada en consideración, ya que se ha tratado de compro­
meter diferentes respuestas de susceptibilidad del huésped a infecciones fún­
gicas dependiendo del sexo del sujeto. A nivel experimental se ha visto que 
las hembras desarrollan más resistencia a la enfem1cdad en mollelos anima· 
les frente a infecciones por IJistoplasma capsi1latum (Taylor et al., 1982) y 
Cryptococc11s 11coformans (Muchmore et al., 1982). Sin embargo, en huma­
nos, la menor i1<1cuencia de infccci.ones fúngicas en el sexo femenino se ha 



ANTIGENOS PRUEBAS INTRADERr.cAS 

@HISTOPLASMINA 

~c!:COCCIDIOIDINA 

"PARACOCCIDIOIDINA 

~BLASTDMICINA 
¡¡¡¡. ESPOROTRICINA 

@CANOIDINA 

~,\lASPEllOIUNA 

POSITIVAS('.\) 

1.1 

11,Z 

11.3 

1.1 

n.:s .. , 
Fig. l. Relación entre pi;uebas intradénnicas a antígenos fúngicos y la p.rocedencia de los pacientes. 



TABLA 5 

RELACION ENTRE PACIENTES CON TUBERCULOSIS/DIABElES 
Y POSITIVIDAD A PRUEBAS INMUNOLOGICAS 

CON ANTIGENOS FUNGICOS 

PAOENlES DIAGNOSTICO POSITIVIDAD ANTIGENO 
PRUEBAS 
INMUNES 

A.M.G. Tuberculosis CIE,IDR. Candidina 
Diabetes RFC (1:64) 

L.M.A. Tuberculosis IDR Candidina 
Diabetes RFC (1:16) 

E.O.E Tuberculosis RFC(l:8) C:andidina 
Diabetes 

-

El 12% de 1odo1 lo1 pacientes e1tudiados ~rnentuon 1uberculo1b y diabetel. 
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TABLA6 

CORRELACION ENTRE PRUEBAS INMUNES Y ANTIGENOS 
• FUNGICOS 

TODOS LOS ANTIGENOS 

COCCIDIOIDINA 

CANDIDINA 

• A1wisl1 c11adiatico1 por X2 

IDR : lnlradcrmo1Tcacción. 

ID• lnmunodifulión. 

IU'C: ltcacción de t'ijaclón de Complemento 

IDR/ID P>o.05• 

IDR/CIE P<0.05 

IDR/RFC. P<0.05 

TABLA 7 

COMPARACION DE ANTIGENOS FUNGICOS, CRUDOS 
Y PURIFICADOS EN PRUEBAS INMUNOLOG~CAS 

ANTI GEN OS 

Histo1> las mina 
CPP·D-histo 

Coccldioidina 
CPP-D-cocci 

Paracoccidioidina 
CPP-D-paracocci 

. ID• lnmunodifu1ion 

· Clf : Con1rainmuuoelcctrofon:1": 

ID 
0/o 

7.1 
o 

1.0 
o 

18.4 
o 

RE ACTIVIDAD 
CIE 
°lo 

27.S 
o 

23.S 
o 

43.9 
o 
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TADL¡\ 8 

COMPARACION DE ANTIGENOS FUNGICOS CRUDOS Y PURIFICADOS 
(CPP-D) EN ELISA 

ANTIGENOS ELISA* 
0/o DE REACTIVIDAD •• 

HISTOPLASMIN A 66.6 
CPP-D 46.6 

COCCIDIOIDIN A 53.3 
Cl'P·D Nll 

PARACOCCIDIOIDIN A 40 
CPP·D 33.3 

Elioa lndlrccla ullllzando un conjugado con fo1fa1a1a alcalina anti laC, anti lgM (CORDIS·USA). 
eitlmada por 1bo11bancla a 405 nm, cortiaicndo 101 valoreo con la absorbancla no específlca de 
1ucro1 normales. 

•• De 15 1ucro1 con bandao en lnmunotllfu1i6n y contralnmunoelectrofore1i1. 
Nll no hecho, 

rlllucionudo con el cun\ctcr ocupucionul del huésped, yu 1111c son los hombres 
los <1ue están más ex¡meslos al hdbitut nutural del hongo debido 11 su uclivl· 
dud luboral (ltippon, 1974). Estas ohscrvaciones deben ser tomadas en cuenta 
pum explicar In h1ú11 reuclividad en pruebas cutáneas, por ejemolo, u antíge­
nos de 1/. capsulatum (l°lo), ·c. immitis (8.1°/o), P. brasi/iensis (ll.2°1o), entre 
otros. Al ubicar la procedencia de los pacientes según las reglones de la Repú· 
blica Mexicana, se observó que la reactivldad de los antígenos en su mayoría, 
cor.respondía a zonas endémicas pnra los diferentes hongos estudiados, por 
ejemplo, la mnyoría de los puclentes reactivos a la IDR. con puracoccidioidlno 
provenía.de la región que comprendía el Estado de Vemeruz, la cual coinci· 
de con una de las zonas endémicas más importantes de paracoccidioidomico· 
sis en México. Sin embargo, la pnicba de la coccidioidina fue la única que no 
pudo relacionarse con la conocida zona endémica de coccidiOidomicosis en 
los Estados del norte de la República. Este hecho puede explicarse de dos ma· 
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nera~. una, que el paciente en algún momento estuvo en la región endémica 
habiéndose sensibilizado, o bien, la respuesta detectada puede deberse al cruce 
de otrós antígenos como la paracoccillioidina e histoplasmina. 

Los resultados obtenidos con blastomicina ameritan una discusión parti­
cular, ya que el haber encontrado una reactividad de 28.5% en CIE(Tabla4) 
se debe posiblemente al conocido hecho de la gran reactividad cmzada que 
presenta B. dcrmatiticlis con !J. capsulatr1111 y P. brasilie11sis y la mayor sen­
sibilidad de la técnica de Cm sobre otras pruebas como la ID que pudierun 
poner de manifiesto estos resultados falsos positivos, considerando que esta 
enfermedad no ha sido descrita en México. 

Las características de asociación de la infección tuberculosa con infec­
ciones por hongos, se ve bien ejemplificada en la relación tuberculosis/dia­
betes (120/o ). El hecho de que el 25°/o de estos pacientes presentaron pruebas' 
inmunes positivas a la candidina (Tabla S),sugicre fuertemente una asociación 
con C1111clida lo que es muy frecuente en pacientes diabéticos. 

El empico de las diferentes pruebas inmunes con los antígenos fúngicos 
nos permitió discriminar aquellas lm1ebas que presentaban una mayor rela-

• 
1 
ción, observando que las pnicbas que más correlacionaban entre sí fueron la 
IDR con la cm al utilizar la coccldioidina y la IDR con la RFC al utilizar 
candidina (Tabla 6). Esto podría sugerir la importancia del uso de estas prue­
b~s para el diagnóstico y pronóstico de padecimientos micóticos. 

De un modo general, los antígenos cnidos presentaron una mayor reacti­
vidad que los antígenos purificados, particularmente en pruebas de mrflos 
sensibilidad como la inmunodifusi6n en gel y la con trainmunoelectroforesls 
(Tabla 7) donde los antígenos purificados no fueron funcionales, sin cm bar­
go, estos antígenos son útiles en pruebas de mayor sensibilidad como la 
ELISA. A pesar de presentar menor rcactivlch1d que los untígenos crudos, 
éstos son quizás más útiles porque exhiben un menor grndo de reactlvidud 
cruz"'h1. Los untigenos crudos por reaccionar en oruP.bU9 de fácil munc.io y 
rápida detecc16n1 serian tos !denles pura estudios de tipo genera1 y ep1dem10-
l6gicos, mientras que los purificados los ideales para pruebas de diagnóstico 
y pronóstico. 

Finalmente, el estudio indicó un probable contacto de los pa~ientes co·n 
los agemes etiológicos de las micosis estudiadas y el ampliar la población dt> 
traba.io, sobre todo la del sexo masculino, nos dará una indicación más clara 
de !u respuesta de la población a los antígenos fúngicos utilizados. 
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LMl\UNE RESPONSE C!IANGES WITll AGE AllD SEX AS FACTORS OF VMIATIOfl IN 
' . RESISTANCE TO lllSTOPLASMA lllFECTION 

Taylor, M.L., 
0

Reyes-Montes, M.R., Gonz.llez-G. R., Casasola, J, and llernán. 
dez-Ramlrez, A. 

Depto, Ecologla llumana, Facullad de Medicina, U.tl.A.M. Méx1co. 

Thc di f fcrcnt susc1!pt lb i 1 i ly shown by mcn to In f cct 1ous dlsc11sns hilS been 
rt!laled to llu: host. 11ropcrllc-.; likc 11~1c, scx 1 !JCnetlc lnhurlL,rncu, nutrttlonal 
llnd soclJl comlitio11s 1 i11~m1110$11ppre~~lon, ele, 
Thu hisluplJsmolic i11fccllur1 c.1u.,;es pnr ~H J SU!llll'l?Ssive Sldtus J.S lhlS buen 
detectad by Stobo (1) and experimentally llemonslraled by llullock In a murlne 
model (1,2). llowever littl!information cxists concernlng the natural condltions 
1n nonnal lndivlduals which enhance thc susceptlbilily to the lnfectlon. 
In experimental histoplasmosls, SaslOIJ, Schaefer, and Salvin (4-6) among 
others, observed that fem.lle mlce developcd greater resistance to the lnfcction 
than malc m1ce and thal age Is an important factor In determlnlng the 
susceptibllity of the challenge wlth the fungus. 
Hawever 1 to date no correlJtion exisls belHcen age and sex with somc variattons 
in the defense mechanisms which could predispose this funyal disease. 
In this paper our objectlves were: First.- Oetect the varialion in res1stance 
to histoplasmotlc infection from different scx and age animals using LD50 
determinatlon(Fig. 1). Second.- Delect variation of the lymphold cclls from 
dHforent sex and age micc wlth histoplasmotic infectlon and variatlon In the 
cellular ~etcnsc response (Fig. 2). 

Materlals and Methods 

STMltlS.- Low-virulence straln of llistEJllasma car.sulatum NO 5037 anda high­
viru lence s tra In "Lean Perez" "creoli1alñCiiliy courtcsy ·ar Dr. Vú 1 asco. The 
virulenl !itrain Has 1solalcd from a fulruinanl h11111i111 c11sc. Yeast pilase wus 
111al11lained at 31"C wlth 0111 111cdium supplcmcnled \olith lX utucose aull O.l't of 
L-cy!ilnin. 
ltlfECílOll 005(5.- One mi oí ycast cells In saline solullon werc inJcctc<I 
1ntrar,.>ritoneally in micc. Ycast cells 1<crc cstimated by turbidimetrlc m!!thods 
and hemicylomeler counts. 
LU!io OET[f!MlllAT!Otl.- l'ig, 1 illustrates the schematic procedures of LDso 
determinallon. Groups uf ten mlce were used far each dose of yeast cells and 
for ea ch agc and sex groups. LD50 was determi ned by the Reed and Muench method 
(3). 
LYMPHOCYTES DETERMltlATIOti.- General condit1ons are dcscrlbed In flg. 2. Only 
female mlce 1<ere used a1hl ly111phocytes 1<ere estimated by diffcrentidl count of 
whlte blood cells uslng Urlght's stain. 
C[LLULAR IMMUNE RESPONSE.- General conditlons are descrih<:d in Fig. 2. fomale 
mice from ei.1ch age nroup were used and cellular response was determtned by 
foolpad s>1elling test. lllsloplasmin (200 ug/ml proteln ami 275 ug/1111 carbo­
hydrate) 1ias used as thc antigen challenge in lhe right footpad. Lefl footpad 
rccclved sal lne solution (SS) as a control. Normal mlce infecled wlth SS were 
estimated as a non lnfection control, The lncremenl of footpad thlckness Is 
cxpressed by the peri;ontages of the mean from the difference (fo) bet11een the 
reading after the antigen challenge at 24 hrs (Xt24l ami the reading before the 
challenge (time zero-Xtol; x

0
/t24 - Xto x 

100 
wherc n•5 onlmals. · 

n 
LIVE PERITOIJEAL EXUDAH CELLS OETERMINATION.- General conctltlons are descrlbcd 

in fig, 2. Female mlcc from each age group were uscd. Vlability of perltoneal 
cells was detcrmined by trypan blue excluslon technlque. 
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Fig, l.- LDso determination scheme of lllstoplasma capsula--
l!!.!!U.~. OALB/c mice. ' 

F1g. 2.- Schematic representation of experlments in arder to 
obtain vari!l1on In inmune response,lymphocytes 
n11111bcr and pcritonca 1 macropha(leS act i vi ty with 
dlffcrcnt ani11k1l agcs and fungus doses. 

Rcsults and Oiscussion 

.LD50 determination was a good pilrameler lo delect resistance to h1stopfosmot1c 
inteclion in syngeneic micc of ~olh scx and diffcrent ages (Flg, 3). Fema le 
BALB/C syngeneic mice are more rcsislant lo hlsloplasmotic infection lhan mdle 
mlce and mate adult mice (~ 1/2 months) are more resistant lo hisloplasmotic 
lnfection than young (1 month) rnale mice and old ( 12 months) male mice (fig. 
3), 
lo corre late variation of lymphold ce! ls and cellular in1nune defense response 
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-wlth-age, we used cinly female mtce, whlch were more reststant to the tnfectfori-· 
permttfn9 then a clearer diferenttatfon of the response of the three age groups 
studted (ftg. J); 

Ftg. J .• 
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Graphlc dlstr1button of LDso from stratns of ltisto­
pJasma capsulatum in BALB/c mlce. Hale and feiiiále 
syngenc1c mlce from dtfferent ages were used. All 
LOSO wcre detem11ned by the Reed & Muench method, 

Light 1ymphocytos1s In 4 1/2 months old m1ce was observed and tt may 1ndicate 
a lyrnphocytfc acthlty con1111ttetl wtth the dcfonse of th1s aue group (F1g. 4). 
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fig, 4.- Lymphocytes determlnatlon in OALB/c m1ce tnfected 
wtth H1stoelasma cajl,1Sulatum. Each po1nt was 
calculiiTCil WTílJN?!JTrilffiaTS; + SE standard error; 
SS= saltne solution. -
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tligh hypersensilivlty was speclally dclccted in young mico (Fig. 6a,b,c). lt Is 
compatible l'lith hypcractlvatlon of ininunc ccllular response (dclaycd hypcr­
scnsltivlty) causad by fungal antigcn, t1hlch could be lncfflclent 1n protectloq 
thc animal and would cause damage, so high hypcrsensillvlly (Flg. 5) and hlgh 
susccptlbll ity in young mico (Fig. 3) cxprcsses a bad predispositlon to the 
cllnical coursc of this lnfeclion. 
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Fig. 5(a,b,c).- Footpad s1<cll ing test in syngcneic 
mice Infectad with llislQP.lasma capsulatum, 
Fcmale BALO/e mico iifdiffercnl ages were 
infectad intrapcriloneally with 0.5 ml of 
yeast cells. SS- Saline solution. 

Finally, after the challenge with llve fungus a grealer destruction of 
perltoncal macro11hages was shown in young and old mlce (Flg. 6). 
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Flg. 6.- Percent of alive r,eritoncal exudate cells In BALB/c· 
rnlcc lnfected wlt 1 lllstoplasma capsulatum. Anlrnal 
humber= 5; !. SE standard error; SS• saline solutlon. 

In concluslon, we asswoo that age and sex probably alter the expresslon of 
lrnrnune defense mechanlsms In hlstoplasmosls, and that age may have an 
unfavorable effect on the course of hlstoplasmotlc lnfectlon because lt 
lnterfers wlth: l. The protectlve functlon of cell medlated lrnrnunfty, 
factlftatlng the hyperactlvatlon of the cellular response, and causlng damage. 
2. The adequate number of lymphold cclls. 3. The efflclency of perftoneal 
macrophages. 
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ltclaticmshi11 hctwccn 11gc ami ccll11h1r s111111rcssivc 11ctivity in 
n~sist1111cc to 1 füto11lll.~11m ca111mhtl11111 infcclion 

M. lt. ltEYES MONTES, J. C/\St\SOl.1\, N. E. l:l.IZONllO ANll M. l.. 'l't\ Yl.Olt 
(Ciru¡111 M111iilliscipli1111riu lle Micu;i;: CiMM). 

/J,•¡111rl11mc•11to 1/c lú·olo}{lll J/11111111111. Fur11/1ml de Afrdid1111, l111iv,•r.\id11tl Nt1rimwl 
"lu1ú11omt1 dt• Mt.1.\"il'll, tl·l51lJ M11xiro, /),/·:, Mt'.\'if'o 

tln\:·U11111lh·11lil 11ml l•)'t'Ul·t1hl 11rnl1• ll1\l.ll/l' 111111• ~t111"1·1l 11 l11111·111'"1\1111111•1h1111 •I \ 11111u1h 1•l1I 
111k1• 111 /111111¡1/11111111 n11•1u/11111111 i11krl1t1n. ·I·~ 11111111h·11l1I 111ii1• .. u1u· ... \lullv 11·,1>hnl tlll' 111ln111111 
\\ h1•11 drnll1•11¡•1•1I ll'illl 1·11hr1 11 1 11 .. 111 1 ºt·" 1111 l ·1111111111 11111 llllH'. ,\ 1'1111\ 11l 1 lhu11d tl•lll\I' 111 
1·~1•1•d1111·111u\ hhh111l,1\Uh1\h w11" 11li\nu•1I lu ·l·\ 111111111111111 \\'111•1•111·11 nun• uh1•11 \pl1·1•11 11'1h 
1111111 1 11111111h 11lil 111\I 11/r 1111n• "'"11• 111111\ll'll\'11 l111h1•111 l11t111i1111'tl 11·1 i¡111•111 111111'. 111111 \\hll h 
1111111• lllUllllW 111111 'l11r1·11 11·11 .. \\'1'11' 111111 .. 11·111·~1. 1l1nl "'11'11 111tn 11•1I \\ llh 11111 111 .... 1111 1 l\hllllh 
11lil 111111•, "l lw ti.o\llh' 11111111nl \\llh ·1 'I 1111111ll11•lil 111111 111111111\lnl l11h·1 tnl lllht• 1\hh h 1111 hnl 
1111h ~pl1'Ht 1 rll,. 11ml Wllh 1 1111111111 1•l1I 1111111 l\l1h11 111•11• 11 1w1l 11• 11r1111l11•l11l 111h 1 lh111 111111.-n l. 
lult 1 lnl 11111l 11u11111111•h·111•1I ·I •, 1111111111 11l1l 111h 1• ~ut\IH•1l ll11, 1111~1· 1 hu~. 1111• 111111111111· 111111~111 
l'UI I' 111 ~1•!1·1·11 'di~ 1111111 1 1111111111 11111 lllh I' 111 ,, .. 1111111\h 11l1l 111it I' ~ll!Jjlll ...... 1 1111' w~1~1i11u I' 111 
lh1· .. 1• ml11h mlt 1• 111 111h·1 ll1111. 1\pp11u·111h. 1h1• 111111~1t·11·m1• t•I lh1• ~11¡1¡1H""ln· .. 11111· 1n111i11· .. 1h1• 
pu•w1111• 111 hui nll p11¡111l11ll1llh, 11 111111 111lhl'll·11t 111ul 1111 11tll11°H'lll 11111I rn1h11101\ll'lll t l'll ¡1u• .. 1·ul 
In llll' ~11lw11 111 mull· l ·1111111th·11l1l ulirl'. 

11 b Wl!ll ~llllWU 1h111 J~l"UllllS uf 11mn111I illllhdtl1111ls C"-l'll!\Cll tu lhc infcrtiaHh llf',Clll 
llJ.,·11111fm11111 l'tl/''"'"'""'· 11111lcr itlcntknl ri11ulilh111!\, tll!Vcli1¡1 1lilll•1c111 di11k11l L'tllll!\l'.ir. 
t•I' lhc 11b.1·11~1·, Mn11v l11rh11s n111lil i1u·1cw.1'. M1,n·p1il1ilily 111111 ultc.- lhl' 11111u111I 11r 
m·q11in·1I h'l'li~llllll'l' of thl' imlivithrnl, 111Ul pll0 dh11mL' lu 11 1111111.· M'\'l'll' r11111.•.1• 1111 lhi.• 
i111"t·1·1ii111. 

!'h~\'l'rnl 1lilh•1L'lll'l'!\ in thc i11111111m• ll'!\111111!.c 1·111uH"ily 111'1hc ly111plu1hl p11p11l.1111111111 
111111111111111i11111b, i11cl1nli11g 11111111111!\, lauv1.· h1·1·11 11:¡11111cd. lhct.c d1¡1111•.c!.1'1111L'latc w1lh 
M.:~. llJ',C, 11111111011111 Mi11wl111io11, 111Hl muy 11cl imlircclly 1111 lhc i1111111111c 1lcfc11!.c 
11tL'L'hnnb111. Fur c1u1111ph.:. 111kc lc!\!<i lhun ·I wc1.·~!\ uhl hil\'C 11 111c1l11mi11a11rc 111' 
"'l'lllCS\ur 'I' cclb 112, 1.11. wliilc li1r 11ldc1· 111kc dala '"" cu1111.11lir1t11y IJ, lf•I. 
Thc1cli.11c, une l:uuhl L'\pc1·t 1h:11 111ndilh:11tio11~ in thc ly11111h11itl pllpt1l.11ii111, M1d1 il!<i 
lh\! 1111111hcr, ly(lc uf L'cll-.. 11ml phy!\il1l11gkal ill'livity would 11ccu1. ~urh 11111dilk:11i1111s 
ll1il}' h..: i111hll'Ctl hy dilll:rcnt mcd1a11ii\IH!\ ol' illh!rm1I l"c¡;ulatio11 lh11111ghn11l lil"c. illlll 

('1111c,¡111111kun: 1111.11..:.\~: M. l., ·1·,111'11, lli-¡11111111111·11111 tk l'.u1li•1~111 1111111,111,1, l·11l11h,11l 1ll' hll.'1lh·111.1, 
llim·c11>Ül11tl N11d1111;1l t\uh\1111111,11h: l\k.\11"11, 1~1~111 fo.l~\1i;u, ll.F., Ml0 \ir11 . 
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lhcsc clwngcs, umong 01hcrs, may 11cco11111 for varialions in 1hc susccplihilily und 
rcsi~tnncc lo inlCc1ions. 

S111dics in rcsistancc 10 rnycosis hnvc suggcs1cd diffcrcni:cs rclatcd 10 host licx und 
¡1gc in thc oulcomc uf thc disl!asc. Mudunorc et 11/. 191, in Swi~s Wchlitcr micc infcctcd 
witli C'rypltU'Offll.\' m•1ljm·11u111.r1 ttcmnn~trnlctl that fcnrnlcs urc more rcliistant lllHlcr 
cxpcrimcnlill cuntlitiuns. Urass & Stcvcns !4J, in mminc hla.MlUll)'Cl)!iis, oh!ic1vcLI thal 
9-wcck-nld micc lrnvc markctl rcsi!il;111cc lo i11fcc1io11 ;1s rm11p;11·ctl lo 5-wcck·old micc 
nml :mggc!'ilcd 1hal u mat11ri1y fac.:tor is ¡1 critictil tlctcrn1i11a111 in rcsiM•IJlc(' 111 fuui;ul 
i11ICc1iu11. 

Su!il,1w 1-".:c :-id111cfcr 1151, in c.-;pcl'i111c111nl lii!-illlplas111w1i . .,, linil 1111ulc thc oh.\crva1i1111 
lluu frmnlc 111irc 'kvdop u t~icalcl' n:!ii:-.t1111rc lo lhc i11ICr1i11111h111111111lc:-i, 111~c hcinH 1111 
ii11p1111:1111 for111r i11 1k1crn1i11i11g IJ1c !!U:-.rc¡1lihili1y In dmlll·111~c willi thc liiu1~w.. 
lll1wc\'l'I', 1lic.'oc 11h!il'IVHli1111s :-.houlil 11111 he J'.t:11cr11lí1l'1I, !iim·c l'11111111!-tli11¡•, 1cM1l1,., lrnvc 
hcc11 1c¡h1r1ctl i11 olhcr :-.lrni11:-i uf u11i11111b 1 MJ. 

Tuylor ,., 11/ JJIJJ, U!<iin~ u yt:¡1111~plrn!ic i111rnpcl'il11111.:al i1111c11l11111i1111111111i11c111111lcl, 
h:1i,·c uh:,cr\'ctl llml ngc uml !iCX ullcr lhc cx111cM1iou of in1111u11c tlclCn:r.c 111cclu111bms in 
hislopli1~111o:iis. Agc prnhahly h;1s an 1111fovornhlc cffcct un lhc coursc uf hbtu¡1las11rnl 
i11fccli1111, hccau11c il inlcrfCrcs with thc prnlcctivc func1i1111 oJ' ccll 111cdiah:d i111111u11ilY1 
focililating thc hypcractivalil>rl of thc ccllular response nnd c:111sins llamugc 10 lhc 
atlcqu;llc funcrional numhl!r or lymphoiJ cclls. Agc Cilll nl~o acl in unuthcr way, 
¡1ffcc1iug lhc cffü:icncy of 11critonc¡1J m:icrophnccs. 

To cxplain 1hc 1110~1 crilical cmm~c of 1hc infcc1ion in :,mue 11ppari:n1ly 11unm1I 
indivillllills, lhc cxiMcncc of an immunnsupprcssivc phi:nomcnon hi1s l1ccn comitlcrcd. 
Allllllllgh il rcw rcpuns havc CXilOlincd tite SllJljll'C~Sivc plic110111cna in his1opl11smosis 
p, 10, 17J, wc hclicvc 1hal lhc1ors s111.:h ns agc :uul scx, ¡11111111c lllhcrs, hclp lo dc\'Clup ¡¡ 
11at11rnl !\llflPICS!'ti\'c Mlllc thal l1!1Uporn1ily prc1li11pmcs lhc a11inials lo infc1.·1i1111. This 
papcr :i111tlic.-t ng..: ns an i11ll11cm:i11g lilctor in ;1111i-hhlopla.\111id llcfc11!\c illhl nho lhc 
rorrclottion hctwccn c;1rly ilSC ami supprcssivc itclivily in lh..: i:om!'tc uf his1op/1t!i11Jill 
i111i!c1ion. 

METllODS 

Cullurc 
Th..: yc:t!'tl 11h11M.: uf //i.Hop/a.wm 1·11¡1.rn/11111111 strain No. $()]7 was 111nilllili11cd 111 lrC 

in hrai11-hc01rl iufu>i1111 hrnlh (11111) (lli11x1111 Móxkn, S.A. <lo (',V,) .i1p¡1lcmc111c1l wilh 
1;h1<'t1>c 111gl·1 ami 1.-cy>lciuc 1 ¡;I '(Mcrd 1.ah.). 

Mkc 
l11hrctl llAJ.ll/i; mak 111i1.·c I, •l•S 111111 12 1111111111:-. uhl, \\'(ll! oh111i11l!d 1'111111 u l't1/1111y 

111ai111uim·1l 1111hc Sd11111I 111' M1.·ilki11c, llNAM. Tlic 1h1l'C 1liffcrc11111~·c:i 11rc rnfoncd 
111 hl·f,1\\' :t"i y111111g, 11111111 nnd old IC!'ij)Cl'livcly. Tlit•y wcrc l'.i\'t:n wuh:r 1111111111111:.c l'1111w 
(1'11ii11a de ~lt!\il'u, S.1\. de c'.V.) ad li/il111111. 

lnfeclf•m 
Yci1!\I ccll do!'.c:i co111ai11cd in (1111! mi ,1f lrnl;111cl!d !inli11c M•l11tii111 ( IJSS 1 wcrl! iujcclcd 

i11tr;1p~ri1u111!ally. Yc.1!il rclb Wl!n.! csli111111cd hy hcnh1cy111111clt!I' c1111111:-. /1 1JI. s.1111ph.:~ 
uf c,1d1 i.:cll thl.\C wc1c cul111ri.:d i11 UI 11 .11 21-rl '. li1r vii1l1ilily ¡11111h!l'011\'...:1:-.ll1111:111111111!-t. 

$11',f, ll•flrnl do"IC\ (1.1>.,J 111111 sunirnl ¡1crL't~UhlJ~C dctcr111íi1+11i1111 
'J'cu 111ic...: uf cad1 ;igl.' wc1c i1u11.:11la1i.:tl w1th lliffc1c111 tlo:.t."!'t 1 X llP, l;,: JO'·, JI< IO·. 

•I x 1u• ;111tl 1 X IW uf yca:.t cdk 1\ i.:t111t111l Hniup i11jcdl'll wi11i .'>.1li11c :.11hdi1111 · ...... 



Mii'. ANll Nlll'l'lffSNIVI: AITIVI 1 Y IN lllNllll'I ASMllSIS 

l111'1111k1I. 1.11,, wns 1kll'1111h11'<I hy ihc 1111·1h111I 111' lkl'1I .~ ~l11l'lld1 111 l. lk•hl11111·c 111 
ihc i111Cc1i1111 WllS c>liiunlcd hy lhc pe11·l'nl111',c MllVivnl 1k1e1111im'll hy l'nn11il111ivc 
n c1111c11cics 1111. 

Or~nn ~ulturc for ÍHllJtUS 

llll11111gcnalcs of l<lplccn, livcr mhl tungs ohtnincd frrnu inlixtcd ,lc;ul micc wcrc 
11rcparc1I in llSS wilh SO ¡1g gcn1n111yci11 1111 1 n111I c11l1111c1I in duplicalc in 111ycohh11ic 
ng111· (lli11rn11 l.nh.) ni 2KT 111111in11111-ngnr wilh l.·cy>lcinc 1 1•.I • 111111 glncu.,c 111 ¡;I 1 
ul ~rt ', < '111l11rc:-. wc1c iilc111ilicd hy thc lypknl 111kro1<1l'llpic 111urph11logy uf fu11g11:-. nl 
2WC anJ .17"<'. 

ll1mc nmrru'v scpuruliuu 
Unnc m:arrnw cclls wcrc ulwuys nhrnincd frnm normal :-.y11gcnt:ic •1·5-month-uld 

llAl.11/c mh:c, Cclls wcn: collcclcll hy l11t!'lhi11g 0111 lhc ll!murs ul' lhc ani11rnls with 
USS. ('cJI SllSlll!ll!'iiOllS WCl"C 1111.:ll fillCl"Ctl l(JIOll(;h ltillli'C tu IClllll\'C llcl11b llllll W:ISllL'd 

1l11cc 1i111cs in llSS. N11clca1cd cclls wc11: adju>icd 111 1x111' pcr ll·.l 1111. 1\ v11h1111c 111' 
O·J 1111 of lhis h1111c lllilffOW MISpCll!'li1111 wus i11jcctc1I inln Cill'll ICl'Ípic11l 1111111~c 1l111111¡~h 
lhc rcln1·1u hitnl si11us. Micc wc1c 1c11u•vcd 111 1111 b11la1c1I 11111111 111111 1tmi111ai11c1I with 
~lciilc :tl'itlilic1I water (Jlll 2·K) uud füml 111/ /ihi111111. 

S11h•1•n t.'1•11 ~-··p11rnllon 
S¡1k1•111·1·11~1'111111:iYll/',l'llck111kc 1 11h1111h 11hl 111ul ·l·!l 11111111h:i 111!1\\·1·11~11h111im·1I hy 

11,1•111h· t1·n~i111•. of 1111· 111¡1.1111, !'iph-1•11 n•lb \\'\'h' lilh·u·d 11!111111'.h /'.1111/C 1t1 11·11111v1~ 1'L'll 
11r11.11•1•.Uh'!t 111111 n•ll11l11r 1h•lirb. l'.1\0lh11h'\'h':i \\'1'11· 1·li111i11u11•1I h\1 111•1111111·111 \\'ith 11 
hn11111111i1• :.11111111111 111' '1'1b h11lh'u·1I Nll.('I pll '/-fl\ 1\1 li-11·.1 •JI)•'¡, uf lh1• n·lh \\'l'IC 
\'l11hli' il:<i 1kh•1111i111·1l h\• 11\'IHlll lllih' d\•1' 1'\1·l11'li1111, h11 ltllll'<l1'h'lll'I' 1111• 11'1h \\'1'11' 
:i1n111•111k1I 111 ll:i:l :111¡1ph·1111•11h'1I wllh ·111 ¡111. 111 l!1'11l11111v1111 1111 1 111111 11il111·1h0 41 111 11 
1111hl'11l111lh11111I '1.• 111' •l'lh 1111 1 111. 

Nu11·11dh1•u•nl 111111 udlwu•nl .\11h•t•n t•t'll M'IUll ullou 
Sph·cu rcll.'i \\'l'IC oht11i111•d 111-o 11h1wc. l 'di p11p11l111i11111-o wc1c :-.c¡111111h:d hy tlic 1ucthoil 

of Mo!'licr IHI. t 'l'llular M1s11c11:-ii1111s wc1c 11tlj11:-ih.'1l tn 1x111" rdls 1111 1 nnd c11l111rc1I in 
ltl'Ml·lti-10 wilh llEl't:S 1N·2 hi1lrmyclhilpipc1111i11c·N'·! c1ha11c>11lli111k 11d1I) 
(<illU 'O l.;1l1111;1111ii1•!'1 <in11HI bl111ul. NY) :-iuppk111c11ll'tl wi1h 2w;. IC1al t·all' !tl'l'lllll 
tFI 'S) 111hl :io 11n J'.l'11lnt11\'l'i11 1111 •. 11ivc mi 111' 1lic s11:-ipl·11:-ii1111wns111hktl lo i11divhh111I 
1•.la~ ... ¡u·11i 11l11h'l'I, 'l'lll' 1'dls wt·1c 111lll\\'\'1I 111 1111111'11 1\11 .'-1 11 111 .l'l'l' 111111!·1 :t'.'i· e '0 1 in 
11i1. 1\ll 111111 111lh,·1i111t rl'lh \\'l'h' wuslll'll wilh llSS 111111 ndju:.h•tl 111 llll' dt0 M11·1I 
1·11111·t•11111111u11 111' 1 X lll' rdl:-i p1~r 11'.I 1111 11:-iS. 1\1llu·u·111 r1·ll~. \\'t'll' r111!1·1·1l•1I witli n 
111hln·1 11olo·t•1111111 mul \\'ll!'llh~ll in llSS. Tlh' :.i1~11'l'l\'11illl WU'i Utlf11:11l'tl 1111~10' n·lh pt'I 
O·.I 1111 111' llSS. Bd111l! me ti1r 11a11:-ill'll~1wc 1 111lli1·u~111 111111 11011·111lhcH'UI nlb \\·t'.IC 
l<>h'll li1r viahilily hy 11 ypa11 hluc. 

lrrndl11h!ll 111k• 
ltcl'ipicnt mkc (•1·5 111u11th~ ultl) wcrc 1-ouhjcctcd 111 wh11lc·h1uly i1 n111i11tio11 hcli11c 

1r:111:-11i:n.!1u:I.!. lin11lia1i1111 was pcrli11mcd wilh a 1hc1í1py 111achi11c 1111111 1111: l>IF 
1 h1spi1:il ( Dc:-inrrollo lntcgrnl de la hu11ilia) wi1h a < '11h.11t Thcrn1iu11 hu111h 7115 111' 
'"('u J•llJO ( 'i (Ato111ic E11crt1Y of t 'anada l.hl). Th..: i1 nulia1it111 t.:111"\'C wa~ canicd 0111 i11 
lhc rn11¡;..: of 500 1t1 8110 rad:-.. Optima! irrntlia1i1111 comlitions wc1c :-icl ill 7110 rads wilh 
lhc li1lluwi11g p¡1r;1111ctcr:-.: lltl~c rnh! 53·57 1a1I ruin 1; tarr.d di.,tam:c l15 rn1; irn11.liati1111 
lime lol·05 111i11. AIJ a11i111als WCIC 111111:-.ctl 1111\ICr idc11tical CUIHlili1111.'t of ICllljlCfilllll'C 
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1111<1 lighl un<l mnin111inc<l in stcrilizc<l cngcs cnntnining fuod nnd ncidilic<l chiurinulc<i 
w111cr 111/ lib//11111 <luring 24 h. 

Klnctlcs uf hls11111lns11111l l11fcctl1111 lnllowln~ cclls trun•fcr 
Diffcrcnl gm11ps ni' irradia1c<l 111kc (700 ra<ls) wcrc dclinc<l. Fivc micc wcrc nsc<l ns 

imu.liution cunlrols. Aflcr 24 h uf irrmJialiun. micc wcrc rcconstilutctl with honc 
murruw cclls írum udull micc ( 1 x HI' cclls rcr (J-3 1111 llSS) un<l transforrcd wilh splccn 
cclls (5 X 1111 cclls pcr mi llSS) uhlaiocd l'mm l-mu111h-ol<l llALll/c d1111ors. Fivc 11011· 
infcchal rnicc rc11rni11cd its u conuul of lrnn~ICrcncc. 1\11 rcmai11ing unimals wcrc 
dividcd into uioc i;111ups uf S 7 111il:c in L'ad1. Tlu;y wcrc inli:L·tcd wilh 1h1cc do.,c., ni' 
yc11M·11hn•c //, 1·11¡1.rii/11111111111 2•1 h, J days 1111d 7 d11y• rcspcctivcly. Thc 1liffc1c111 1'1111r.11I 
doses 11.,c1I 1vcrc 1)(111', 2X lll' 111111•IX111' cclls 1111 1 i11 llSS. Mkc wc1c ul"<:rvcol 
~h11i111~ ·I~ llny:. lilf 111111tuli1y. Or¡~1111 c11l1u1cs wcrc 111mlc u~ llc~c11l1cd uhovc. 

llc•lshlncc lo lrb11111h<.\lll11l h1fcctl1111 "llh lhc tnm,fcrcncc uf wholc 1'"1"'111111111 uf 
ndupll•c •11lcc11 cclls 

In thc passivc trunsfcrcncc thc 4·5·111unth-ohl nmlc (n<luh) micc wcrc usc<l U!!i 
rccipic111s for lrnnsfcrcncc. Splccn cclls (SX 10' cclls pcr ll·J mi llSS) of l-munlh·ol<l 
micc wcrc usc<l as donur cclls. Onc grour, of unimals rcccivcd aJuh !iplccn cclls ns 11 

control. Ali irradiulc<I micc wcrc rccons1iu11c<l with bonc marruw cclls ( 1 x 10' cclls 
pcr 0·3 mi llSS) frum adull micc. For lhc cxpcrimcnl, aninrnls wcrc Jivii.Jcd in to !!iCvcn 
gmups of n1,1noxim:11cly 20 micc cach. 

Tl1c lir!!it crnup Clmlai11cd i1radinlcd 111icc which rcccivcJ splccn cclls frum 1-munlh· 
oltl micc. Thc sccoml i;roup cu111uincJ nu11-irrilllia1cJ micc which rcccivcd ?iplccn tclls 
l'mm 1-mnulh-old micc. Thc lhirJ grnup nf im.tllii11ctl micc rcccivcd !iplccn t,:i.:lls fmm 
1ul11h mkc. 'l'hc ti.rnrth was u nun-irrmfü1tcll gnHlll which rcccivcd unly mlult :;¡ilccn 
cclb. Tc1111ni11111ls oflhc inilial ~mnp wcrc i111Cctc<I i111rnrcri11111cally with a SIY:i. lcthnl 
<lose (1.1>.,) liir 1-munlh-uhl micc, 3·11oX 111' ycasl cclls 1111· 1. Thc u1hc1· 10 animnls uf 
cnch gmu1l wcrc uscJ ns non-infcclcLt conuuls. Thc l'olluwiug gruups wcrc UM!ll ¡is 
i11fcc1itH1 illlll irraJiiuiun cnntrols. Thc lifth gmup conlaincd uJuh micc infcctcd wilh 
11 rcsulutivc dosc for i1s ugc (lcthal dosc for l·monlh-ohl micc). Thc si~th group wus 
thc infccliun cmurnl for 1-munlh-old micc. Fiirnlly, lhc scvcnlh grou1> wus lhc 
inallintion cu111rul uf utluh micc. Survival wus rcconh:tl til 45 tlays. 

Hc!-!lstnncc to hl~fo11lmmu1l lnfc1•tlu11 wUh udhcrcnl ltnd nun-111lhL•rcnf !<ipkcn ccll 
1rnn.,.fcrc111·c 

This as!<!UY wns l'limilnr to lhc une tlcl'lcl'ihctl uhuvc, wilh lhc folluwing 111ollilicu1iu11s: 
c¡1ch 1;1uup 111' 1ccipicn1 mii.:c rcccivc1I llillCrcnl ccll ¡H•pulaliuus. Thcsc l'clb wcw lhc 
li1i111wi111\: 111lhc1c111 •plccn cclls ( 1 X lll' cclls pcr O·:I mi llSS), 111111-111lhcrc111 s¡1lcc11 
cclb ( 1 X 111' 11c1 o.;1 mi llSS) 111111 whnlc s11kcn cclls tS X ltl' cclls 11cr 11 .. 1 1111 llSS) h11111 
l-n111111h-11ltl 1lrnwr 111iL'C i11111li11h:1I with KIH) 11nls, All rcdp1cul mire Wl'IC illlull 
!iYllJ~Cm~ic mire. In lhc!1C c.\pcri111c11111l ~clics, 1cdpic111 111i1c wc1c 11111 i11,11ti.1lctl ami 
1111i11111ls wc1c inh.·1:11·11 wilh a h:lhul 11,1:-.c t1f'yco~H·cll ll11y1H1111~111in: ( .. •11X 10• 1:clb). 
l11n1lia1h111 c111111ob uf yu1111g mil.'c, l'o111u1I 111' lrumlbl'm·c hu c;u;h pop11l:ili1111 li1r 
yolllll~ Hllll adull mkc l\111) &:Ul\lrnls of" i11fccli1111 tu y111111r. lllHI 11111111 tnicc WCIC 

iuchulcll. 

IU:Slll.TS 

1.n .• 1 mul sunh·nt pt·rn~111111:c tldL·1111im1tiuu 
~lirl" 1k.11hs whid1 11c~11rrc1I in a 1i111c pcii1ul bctwccn ltl ami ·1) d,1)'!'1 nltcr i11h:1·1i11n 
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wcrc considcrcd ror 1.1),., es1im111ion. Organ cullurc of dcud nnlmuls wns 11sc<1 In 
confirm dcn1h duc to iufcction. 

Animuls of thrcc agc ¡;ronps, rccciving diffcrcnt clrnllcngc dom of 1hc fungus, 
llcvclnpcd distinct gnulcs or rcsistancc to hbtoplnsrual infcclinn ns dcmonstralc:LI hy 
thc l.D .. 0 illlll thc survivnl dctcrmimltion. Thc l.D)11 ohtaincd for thc thrcc ugc.: groups 
ol' mico otllllicd wcrc 1hc fullowin¡¡. Thc l.D,, for 1-nlllnth-uld micc (3· 16 x 10' yca>I 
cclls ml- 1) a111I for 1-ycar-old rnicc (5·2X 10' ycast cdls mi .. ') wcrc lowcr Jhan for 
utluh micc, sincc a fuclur uf' 100 X LDsi1 for old mice ami IO X l.D)I, fur yonng micc wus 
tcstcd; thc LDMI for 4·5-mnnth-old atlult mü:c was grcatcr than thc highl!!,l Yeast 
inuculum tcMctl ( l X 10~ cclls ml- 1). Thcsc rcsuhs dcmnnstratc lhc grcat rcsistancc of 
adnll micc comparcd to young ( 1 monlh) allll nhl (1 ycar) micc. Conlml micc 
iuoculatcd with salinc sohuion survivcd thc cntire tintl! of thc cxpcrimcnlal Mut.ly. 
Figure 1 illmMatc) thc liase survival curves. Alluh micc dcvclupcJ illl l()(Yfü survival to 
ali challcngc doses tcstcd, mcílnwhilc with ym111g micc, aftcr thc challcngc dosc of 
l X 10' yc¡\sls 1111- 1 lhc survivil1 ratc dccrcn)cd ll"om 100% to 0% with lhc lasl du)C 
uscd, ;1nd lin:1lly with nld 111icc thc survival ratc changcd fnlm 80',(j, lo O'f,, with u dnse 
of 1X10' ycast cclls 1111·- 1 104X to• ycasl cclls 1111· 1• 
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FIO. l. ltcsh1ancc 1ll JI. n1¡iml11wm inícc1iu11 with pc1ccn111gc su1vival llc1cr111in,11iun. M.1lt: llAl.U/c 1111\'.c 
l'rom 1hrcc use srnU(l!t wcrc chnlknBcd with llilíc1cn1 Josi:s ol' thc l'unnal yca:.1 cc\I hy inuapcritu· 
ncal ruutc (n) l·n1t1nlh·oltl micc; ((\) 4·5-mmith·olJ micc; (el ll·month·ulJ micc:. Survivnl Wa!l­
ts1im111eJ •IS tia.y~ 11ller fur1gm. i111)cula1i11n. 

Klnclics ni hls1011Ins11111I lnícc1l1111 1111sHrnnsícrc11cc 
Figure 2 illus1rn1es lhc vurinlion in susccplihility of micc sub111i11cil lo irradi111inn 

nnd rcconsli1u1cil wiJh syngcncic bonc mnrruw nnd splccn ccll, Chnngcs during Jite 
infoctinn cnrn:hpnndcd 10 1hc difforcncc in inícction llnys posl·irrmlintion nnd trnns· 
fcrcncc 1rca1mcn1. Mice infcc1c1I 24 h nflcr lrnnsfcrcncc dicd in u slton pcriml ul' lime 
(11··24 dnys) wilh nll ilnscs lcs1cil. lnli:clinn uficr J days posl ccll 111111sli!rcncc sltuwc1l 11 
fuvoruble discri111in111i11n ofdnsc cfl\:cl, whcrc tite higltcr ilnsnge produce 1111i111nl dcalh 
hctwccn K und 24 duys. Finnlly, thc inl'eclcd mice by Jite 7tlt dny 1iosi-11ansfcr~ncc 
1lcvclopcd 11 ch11rnc1cristic cnursc uf infeclion nnd 1hc highcr dosc 111' l\111gus ('1X111' 
ycas1 cclls 1111 ·1¡ p1mluccd dcaths bclwccn 13 ami 35 days, whilc willt 2X Hl' ycusl 
cclls mi -•, micc 1..licli hctwccn 2•1 arul JS lh1ys. Thc smullc!-.l do~c tcslct.I ( 1X10' ycnst 
cclls ml- 1) prmhu.:cd only lwu dcaths t.luring thc 26-,10 dily ¡wrh1tl. 

'l'hc.\c 1csults su~gc:,t llml thc most )llililhlc lime for infcction 11ftcr irnllliillion and 
ccll transforcm:c is thc 7th l1,1y ~1ftcr tn.:<1u11cnl. 
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Oa~s post-cell tronsfcr 
FJG.2. lfü1opla11mal infrction pu,t·cclh, lmn!lfc:rcui:c. 1\111111 UALUA :.)'11!:\Cllcic m:ipii.:111 mkc: wcri: 

lrnmícrrcJ wilh :.ricen cclls frnm l·muuth·ulJ syngeui:ic Junur:. uflcr 700 riuls irr.uliafüin Ju:.c. 
lnícc1iu11 wi1h 1hc fünt;m wu~ 111:1tJc al 24 h, J 1l,1ys anJ 7 Ja)'ll p1hH1<lnptivc lrtllhícrcncc (~ce lc\I 
for Jdaih). For c.1d1 drnlh:11gc Jo~ S·7 ani111;1b wcre UM.:d. l>>1li1i11dka1c11ninml llc¡11hs. 

llcsistuncc to 11. cn¡1.rnl11t11111 lnfcctlon 11hh udoptlrn splccn ccll trnnsfcr 
Rcsistancc. wus mnnitorcd by mon~c ~11n·1val, signs of thc diseusc, iind hy fungus 

isnlation from organ cuhmc. Tuhlc 1 ~hows thc variation in thc numhcr of dcalhs 
a11H111g~1 infci:lctl mic:c. 111 thc tirM group of rccipicnt ¡u.lult mkc trnnsfcrrcd with hum: 
nuurt1w mul !trl(llccn cclb fn1111 l·mo11tlH1ld micc, dc:1th hy infccliun WilS dclcctcll in S, 
7 a11J 7 ;111i11rnls rc:-.pcc1ivcly from a hHal numhcr of ') animab pcr gruup fur cuch 
C\pcrimc111. Mc;111whilc, rwn·infcclctl co111rols tlic.J nnt 11wni1Cst any dc;llhs. 

Thc group of 4·5-1111111th·uld m111·irn1Lli:11cd rccipicnl micc which rcccivcd nnly 
!lplccn cclls from l·monllH>ltl micc (gnll1p llj nlso nrnnill:stcd ílhmgu1ion uf i1s 
cJctltnscs sincc tite numhcr or tlcnths was lci,s drnrnulic tlrnn ftu 1hc formcr group. 
From thc 29 lcstcd aninrnls, dcí1th occurrcd in 3, 4 mu.J 4 micc for cuch cxpcrimcnl 
rcspcc1ivcly. Non-infcctcd contrnl!I, with 2H nninrnls, prcsc111cJ 4 dca1hs tluring lhc 
lhrcc cxpcrimcms. 

In thc nc.111 two groups, thc trnn~ICrrcd cclls hclongcd lo thc SlllllC ase srnup us 1hc 
rccipicnl 111icc. Only lhrcc dc111hs wcrc tlctcctcd nlong thc cxpcrin11:utal series, using n 
lar11c numhcr of'a11imals (!ice 'l'ahlc 1). 

Thc laM lhrcc group~ wcrc uscll il!t infcc1io11 mul irnHliatiun cunlrols. 1\d111l 111icc 
uscll il~ 1111 i11fccliu11 l'IHllrol gwup li1r thi.: l·11u1111h·11JJ mkc k1lml do~I!, rc!lulvcd lhc 
i111'cclit111 favurnhly :ami ,1nly 1wo lkaths wcrc uh:-.crvcJ in 1hc ~ccuntl cx11crimc111. 

• Thc~c rc!iulls lhl!rcforc c.:onlirm thc high n:si:..lancc uf ¡ul11ll 111icc to inli.:ction. A 
co111rol gru1111 lilr thc du!'lc infcction uf young micc (grllllfl VI) dcvclt>pcd a high 
111ur1ali1y rntc ncconling cu uur cxpcciutiun, 7 mu uf 8, 9 nul uf 10 ami 7 uut uf,~ 
inJCch:d micc dicd in lhc lrijllicatc cxpcrimcnls. 

Firn1lly1 thc group of uduh irrndhalcd micc wi1ho111 trun;fcrcncc ;111d inli.:c1iun was 
nssumcd us cuntrnl for irrmlintion ami il 100% 111orlali1y was ub~crvct..I. 

During thc infcc1io11 pcriml, ;111i111als wcrc uh!'icrvcd daily and dinical manifc~la· 
tiuns of lhc illncss wcrc rccordcd. Spcdfically gruups J, JI illll1 VI !>huwcd signs uf 
discasc i.c. a crilical wcight lmdy Joss .1m.J aninlill immobilily, particularly ;1flcr 20-30 
Uays poM-infcction. 

Posi1ivc cultures oblnincU by orgun culture aftcr lhc unimal t..lcath are summnrilcJ 
in Table 2. Typical fungal morphology wilh nrncro· und micruconidia wcrc chcckt:d 
hy microscopic ob!l\!n'atinn. A lotul pmi1ivi1y wns nhiaincd wilh illl aninrnls tcstcd. 
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TAUJ.li J. l\Jop1ivc 1rumfcr ami rci.i:il.t/IL'c cl1,111gc:i lll l/i\11'J1/11u11t1 iufl:t:tinn. Tr.10,fi:rcncc w;u¡ muJc 2·1 h 
posHm1Ji111io11. Uonur ..:cll llmc: 1X111' c:dl11 pcr O·J mi JISS uf ;11!1111 lk111c marruw cclls 1111d 
5 X IO' cclls pi:r O·J 1111 JJSS uf :iplccn c:cfü. lhmc marww rcll~ wc1c 11a1hli:rrcJ unly for 
irralltitlCll mi1.c. lnk.:11011 Jmcs wich yc,l\t pha~c uf l/i1111p/11111111 wc1c -1 x lll' )'C:l!<al c:clls mi 1 

Hcdpicnl mkc 
l11fccti1in Nu infcc1ion 

No. Uflh:athi. N11. nl'dcalhll 
Splccn c:cll:i lrr.Hli111io11 ----·-- ----·-·- -- - - --------·-··----

AnimJI Jnnor lll!.C\ 111:a1111r.:111 (lh.) 11!!.pcrimcnt 
gmup (llllllllh!I) (11111nlh 11/d 111iccJ 2 

ll• li'll' 7('1) 7¡9) 
(4l) 

11 Nou fh )J'I) ·11111) 4(1111 
(4·ll 

111 H ll• NI>' 1(91 1111111 
iol-l) 

IV 4·l Nu11fh 2('J) 11110) 0{111) 
(4•l) 

V Nmu: NunR-" 1491 liK) 1111111 
¡.l·l) 

VI Nuni: No11 lh liKI 9(111) 7¡•JI 
(1) 

VII Num: ll1 
('l·l1 

~Towl munhcr of c•u:h cwup uf .111imah i!t in p:uc111hi:11i11. 
•NI> 11101 done). 

T1\IJl.E 2. Jla1\llÍVC: c11l111rcll rwm ~pli:cn, lh·cr ;Ulll 
luuc' 11/' mil'c i11fcf.'.lcJ wid1 111,1111•J11111u1 
1·t1p111l11111m. 1:1111tc1.1il 111' infcl'lc,1 g111ur' 
M.:cTahlc 1 

(i111up:. 11f l'uh111i::<i 
iufcl·ti:J 111ii.:c E.\pl 1 I~ \pi 2 bp1J 

1 lill 7171 1111 
11 l(l) ·114) 4(4) 
111 Nll 0(1) () 

IV lll) " () 

V o 1(2) " Vi 7171 7(9) (i(7) 

Numlicr uf 1fc:11d ammal!t fwm i:,1ch gruu11 i~ in 
pnrcnthc~Í\ 

Nt>u.110tllu11c:. 

l~¡¡¡1crimcnl 
2 

11\'1) 0(9) 11(111) 

2('1) 2(1.J) ll(lll) 

NI) I~ 1111 1111111 

lJ(IJ) 14•11 O(IJJ 

lJ{IJ) 9(9) 9(1J) 

ltc!ri.fstm1cc to hlsw11la!t11111I lnfcc1l1111 nilh ucll1crc111 und nu11-1ulhcrcnt s11lcc11 ccll 
lrnnsfcrcucc 

Tnblc J shows tlrnt mlult rccipicnt rnil:c whích wcn.: lrnnsfcrrcLI with udhcrcnt cclls 
frorn 1 ~monllHtld Jonors dicd in ¡¡ shon time aud dcvclupcd signso1'1hc ilhu:)S with higl1 
in1cnsi1y. Rccipicnt groups for wholc splccn cclls. llir 11011-11dhcrc111 cclls a11d li>r 800rnd1 
m1nsfcrrcd cclls ubo Jicll with a tolal n1onnli1y ralc unlil 1hc 20th day uf i111Ccti11n. 
Contwls of infoction fnr 1hc 1wo agc groups dcmnns1rn1cd !he high :msccp1ihili1y 1..11' 
young micc, whcrc ull ani11mb llicd, ttnd thc rc~is111111:c ofncJull 111icc which survivc:d !he 
c.'t\(lCrimcnls. All lhc ccll lrall!>.li!rcncc. cunlrols survivcd, suggc!-iting thc cfficicncy 111' thc 
ndt1ptivc lfilll)l'crcncc rudlwd usi:ll. Finally, ull 1iic irn.1Uinh:d conlmls for lhc l·1111111th· 
uld micc umo rntJs cclls) llicd in acconlnncc wi1h our cxpci:li1tiu11s. 
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l'AllLI! 3, Aduptivc trnn11fcr uf füln·ndlu:rc11111nd adlu:rc:111 5Jllccn 
t:clls 1111J 11:1iMance 1u hilllopl.1.1111ul infccfüm. 01111or ccll 
Jo:.C): 1 X Ul' ccfü flCI O·l mi ur illlhc:rc:nl or llllll• 
11dhcn:111 i:c:lls; 5 X Jfl' i:i:lh pcr O·l mi uf wlu1lc :.Jllc:en 
ci;:Jh.. Yc.1~1 pha:.c uf llid11pl1u11111 w;1s u~cJ "ilh 1111; 
li:llrnl J1hC for l·m11111h·11hJ mkc 

lkdpknt mi~·c 
Ocalh:o muuhcr iu Jol)'ll 
lll1l.1ys 20 J.i)'ll 

Dunur ugcll (!lln111h11) l:\Jlt!íllllCl\I 
tCcll p11p11la1i11n) l 1 

1 l(l) l(l) 
(Adhcrcnt ct:ll!>) 

1 O(l) l~l) l(l) (~l) 

(Wholc 1oplcc11 L'clh) 
1 O(l) l~l) l(ll Nll 

(Non·allhcrcul i:cllll) 
1 0(5) . l(l) lt5) J¡l) 

(IWO KaL111 cdb) 
4·5 O(l) O(l) 2(5) 0(5) 

(Whnlc 1¡1/cc11 cc:lh) 

4·l 0(5) ll(l) 0(5) 0(5) 
l11fcc1iun control 

1 (~5) O(l) l(l) l(l) 
lnfci.:1inn coiurul 

1 J(l) l(l) 
lr1alli>tliun cunuol 

(lWOnu.h) 

T11t11l nu111!11:r of c;u:h croup uf unimalll h, in 11.m:111hc~i11. 
Nl>•11ul done. 

DISCUSSION 

To explnin cases in which lhere is appnrenl incfliciency of the i11111111n11logic11I 
response for thc clirnirnuion uf //. c11p.m/111um, two possiblc ilnmuuosur1prcssivc 
plu.~nomcnil nrc propuscd. PirM, thc prcscncc of a supprcssivc s1n1c prior 10 or 
simulluncnus with //. l't1p.wla111m i11fcccitH1 1 which couhl he rcinfon:ct.I hy 1hc inll:c1ivc 
prm:l!ss; sccnnd, lhc infccliun ctill!!Cs a supprl!ssivc stutus :1s c.lcrnonMrah.:J hy Arlz & 
llulluck (2) in cxpcri111c111¡1I hhh>pla•1111»is. 

Our rcsuhs 011 1hc pcrccnw¡;e survivnl (l'ig. 1) uml l.D,., rc>p1111scs of micc 111 //. 
<'t1¡1.wla11m1, illll!ilralc clcurly thc agc rcl:11ion!!lhip 11111cmg thc groups ~1uJicd. ltc!iili· 
litncc 10 i11H.a.:1ion in adult micc wus ulwitys high, in Clllltrust wilh uthcr ugc gro11ps. In 
lcnn!t of l.Do,¡1 thc olJcM 111icc wcrc thc mmt suscc¡Hihlc animuls 10 infccliun, und thi.: 
4·5~111untlH1IJ micc lhc lcm'lol. llnwcvcr, rcsulls fn>m our lnhoru1ury alsu sl11.1w 1lu11 
micc lcss 1han J~1110nth·uld lrnvc a high smccrHihilily 10 1hc f1111gul intcctiun. Simili1r 
ohscrvuliuns in C~57 h1;1ck micc Jrnvc hccn nuu.lc (unpuhlishcd data) und fur1hcn11urc 1 

rcsults using lwo slrains of //. cu¡1J11/11tJ1111 with diffcrcnccs in virulcncc conlirm 1hc 
high susccptihili1y uf 1-month-old micc ( 19J. The incrcasc in suscc¡11ihili1y uf micc 10 
11. <'t1p.,·11/a111111 i111Cc1íun a1 24 h and 3 d:,ys aflcr irn1dia1ion trcalmc111 untl ccll 1rnnsfcr 
suggcsts that thesc pcriods uf lime are 1101 adcqualc for inícc1ion. Ncvcr1helcss, 
expcrimcnrnl infcc1ion reali1cu at 1hc 71h day was followeJ 10 observe lhe na111ral 
ou1co111c of thc illncss. 

Thc prcscncc of n cri1ical coursc in some uppurcnlly normal indiviJuals suggests thc 
eKis1cncc of. an imm11nosu¡1prcssivc phcnomenon prior 10 thc Jlú·1op/a.mw infcclion. 
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To inves1iga1c litis pussibilily, 11dop1ivc splccn ccll 1ra11sfcrcncc wus rcrformcd in 1hc 
hope lhat splccn cclls wcrc commiucd with thc sup¡ucssivc Slatc nhscrvcd in thc 
cxlrcmc nninrnl agc5, \Ve only transfcrrcd cclls from youngcr micc hccausc thcy nrc 
casicr 10 oht::1in in suflicicnl numhcr in contrnst to cclls from oldcr micc. By using 
1runsforcncc wc tricd 10 supprcss thc histuplasmal rcsislnncc lll° i\dult lllitlc micc with 
splccn cclls from l-nunllfH1ld dunors. Our rcsuhs J..:munstrntcJ tfrnt cclls fmm young 
donors inhihit thc dcfcnsc mcchanbm nf aduh micc, which is nnrmnlly Cilpahlc uf 
favornhly rcsl1lvíng thc infi.:ction. l \:11 uansfc1cncc pruccsscs uml cclls from adult 
dnnors dh.l nut afti!ct thc rcsistancc, sincc at.lull micc trnnsfcrrcd with adula cclls di<l 
not prcscnt any Jb1urhanccs. An intcrcsting uhscrvation was malle wilh thc scpilrntion 
of splccn ccll populntions. At..fhercnt iuuJ non·mlhcrcnt cdls manifcs1 thc supprcssive 
phcnumcnon in rccipic111 micc, whc1cas allhcrcnt cclls ami 800 rnds rcsislitlll cclls 
imlucc <lcath mmc rnpidly in rccipicnt micc tlmn non·u<lhcrcnt cclls. Thc dmractcr· 
iMic uf ndhcrcuce uml rcsis1.ancc 10 KOO rnlls commiucll a lllilCruphugc·likc ccll wilh 
1hc !:aupprcssiv¡; cffcct in micc of lcss than 1 month nf agc. In unpuhlishcJ rcsults using 
u suhlctlml dosc of thc fungus for yuung micc, unly tl11: animals 1rnnsfcrrcd wilh 
a<lhcrcnl cclls llicd1 suggcsttng thc impurtant role of thc)c cclls in tite carly ugc of 
lhcsc micc (dala nol shown). 

Suprrcssor ;tctivity lms hccn JcmonMrnlctl in splccn cclls fmm ncwhorn micc 
which ahr.i¡;alc T ccll mcdialctl responses l 12J. Sc••crnl (lu>Sihililics cu111d CX(llain 1his 
)llf11Hcssur function. First, splccm of vay ynuni; micc llilVC u high lcvcl of T 
:rnpprc)~iur L'clls which wnuhl cxpu:!'iS 11 11111tspccilic dfcct; :-.ccrnul, s¡lkcn cclls arn 
c111h.:hc,I hy a111plilicr ccll :-11hpo¡111lali1uis as l.y 2, :l', 1 J, ();i 1, llc!'icrihcll hy 
'Lula 1•1 11/. l IXI. which \l'lllll•I mnplify lhc hi11c1io11 uf ihc s¡1lccn T '"l'l""'"'r 
cclh; thiul, ="Plccns 111' young inice ;11c cnrichcll with 111ll1crc111 L:clls with su11prn:-.sur 
11ctivity. 

11 has hccu snt:J.~C!'ilcll hy :-.omc ¡1111h111s 11. 5, til llmt thc lad uf f1111t·tiu11al 
111ac11lphagc i11 thc !'ipkcns of 11cwh11.111 mii.:c pn111u1tc!'i nn insuflidcnt imm111111luukul 
rcac1ivi1y ui' thc •¡>Icen cclh. 

Our rcsults liclp lt• c:-.tahli)h tlu.: rule of ~cll 1111tl ngc in 1ricgcri11n 1111 1ulct1un1c 
1ll'lc11!'ic a~:iinst hbh11•laM1111sb. S11h:cn l'Cll po111icipa1h111 in 1hc s11pprcM1ur 111cdm11ism 
ni' y111111u mkc b commiltctl wilh hulh mlhcrcnl iHHI 11tUHlllhcrc111 ccll p11¡111la1i11ns1 

with a !-ipcdal c111pha~is un 111¡1crnpliauc·likc cclh. Fuithcr Mmlics ll!'ii11i; 111:11kc1s li.1r 
T i:clls nml mncroplrngc:-i will pc1111il il mrn·c cflicicnl illc11tilicntio11 of thc~c l'cll 
p0Jl11l;1tiims. 

llESUMEN 

ll¡1h111ci. 111ad111\ llAl.11/c ,ic l mi:i. tj1h·c111·,1111li: 1 111\111\·il'jui.) 111m111111111 uim 1111:11111 11:i.i,l1:11ri11 11 In 
c11h:11fü·1l.1tl p111tlt1rhl11 lkll d p111A~i111 i1111111cl11l111 ll1t1t•1•l11u1111 nlJ'\11111111111 1111c 111' 1111011ci. lltlulhb tic ·I·:. 
llh'u'' tic l'1l.11I. llt•,11h•11io' 1tcl ¡k11di:uti1 tic -.11h1L'\'11l11 l'oulilm.111 l.1 11111y111 H'\hh·11d11 1lc lm 111111111•,. 

111l11llm 11 t'\111 i11k1L"l•\11. 1\tk11uh I•" 1.11t1111·, 1111111111~ 1c,olvi1·11u1 l11\111111hk1111•11t1· 111 i11h'1'1l1111 1111111110 
li11•111111l1•,11llt11l11' f•'n 111lll ... ,y111IU,,.,1111111111111111·., 1k l mn. 

111111111\lru•iu·in111• u 1lulu .. ,k h111111h• 111h1m·" 11&• 1 1111•, 11 1rrq1t11l1"\ 'i11¡11111lul\ 111lultm lm' 1kh·1111i111111lc 

rn d 1k\,11111ll111lc 11111111\111·111k11 tk 111 11111'1·111'1111·\111•111111•11111l l11,h1p111,11111"u 1·111'\lll'1 H'n'Jlll•h'' lt1111111r"t 
111lul1m ll1ihlin1lm y U11mk1hl11i. r1111u1l11I,"1lr 1111•1lul111hcn y 11.11111k rn1t1111·" 1lc 1 llh',, llllllll'llUI n111111l11 

11t• 111k11,11u11 n111 l.1IU.,, .. ¡1111.1111h111c.,1k 1 Hll'' 1 o mi,11111111111111\ n•n lu' 111111111'\ 1111111111~ 111111111111111111' e 

inl1·,1;11l11' 1¡uc 1t.'uh1c11111 ~11l;11111•111c i.:\!luhh 1k h11111 y 111!1 1i111111i:i. tk 1m1·,1111c h11·11111u,,1111"1·11111111111111111 
1lc i11frri.:h111. S1111•111ha1¡•,11, h11111t11ucii1lc •I·~ 111c111'1111uc ltll'hlll mll'1l.\ll11' ~· 11111\ i(llC nu ~e le' 111111,11111:11111 

ú 1h1l.111, i.11!11c\IÍVi1•11111 a l,1 1hhi11 i11h:1lllnlc. P111 111 11111111, h1 11.111,h'1a:11d11 u1lu¡ill\111lc n!lul," 1lc lrn/U 1IC 
111111111·11 1lc 1 mt.'11 11 1a11111c11 111!11111111, 11h;1ti1\ In ll'11hlc11dn 1k l!\lm ;1 lu ínkl"d1\11. Ap.11cu1c1111·1111.•, In 
11.111!.ll"ll"lh"i111lcl1·,1111lo 1111111c11irn 1•111i1 1l.11l111111r l.1 JllL'\l.'ll\"lll 1lc l 1~•lil.1d1111c' n:lul;uco;, mm 1111111lh1·1c111c y 
1.1 .~1111111lht•11•111c1'1111 lr1l'111n111·1b1i1·111lc 1111li1ll1l·11i,lt.'11d.1. 1\111h11\ 1111M,1n11111·11 i.c l'111 m·1111.111111nt'llll'111•11 d 
h:.11111!• 11\hUIL':\ ll1!11hll\ tk 1 llll'll, 
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RELTl'l'ION llE'l'lfüEN CELLULAR ANO llUMORTIL IMMUNE RESPONSE lN 
MICE IMMUNIZED WITll llistoplasma capsulatum. 

'l'aylor, M.L., Eslava Campos, c., García González, R. and 
llernández Ram:írez, 11. 

Departamento de Ecología Humana, Facultad de Medicina, 
Univérsidad Nacional Autónoma de México, México 20, D.F. 
México. 

The activity of the immune system, in the 
histoplasmosis infections, is determinad fundamentally 
by the cellular response ( 3, 6) . Nevertheless, an tibodies 
anti-llistoplasma capsulatum are detectad throughout the 
infcctious process, although their role in the defense of 
the host is unclear. In the case of histoplasmosis, 
ccrtain interaction of antibodies with the cellular 
response has been suggested. This was so in the work of 
Newberry (4), who observed in vitre the inhibition of the 
phcnomenon of lymphocytic transformation, mediatcd by the 
prescnce of a¡¡tibodics anti-llistoplasma capsul~. 'l'his 
was also found in the study done in Mexico by Velasco (1) 
en a 9roup of histoplasmosis paticnts, in which he found 
a rclation botween both kinds of immune response. 

'!'he da ta concernin<J the immunc rcuponucs of this 
discasc. do not prescnt a ele ar picturc of thc evcn ts 
triggered by the prescnce of the fungus in thc individual 
and in spite of the importance of the cellular response, 
it is poss iblo that antibodies play a certain role in the 
infcction condition, perhaps ene of regulation. In this 
papar wc studied the corrclation that exists between the 
two kinds of imnmne response in experimental conditions 
of sensitization with llistoplaBma in order to dctect soma 
regulatory mechanism which might be implicated in its 
appearance. 

Mll'l'ERIAL /\ND METllODS 

We worked with male CD-1 mice (20-25 grs) sensitized 
en the lcft footpad with 3 doses of the fungus, at one 
woek intervals. '!'he doses were adjusted to 9 mg of dry 
woight of dead mycclium of the fungus por ml of 
incomplote l'round's adjuvant. 

'l'ho serum samplos wcre obtained at 5 day intervals, 
far 60 days aftor the administration of the last 
sensitization dese and were frozen fer storage using 
sodium azide as a preservative. 

Antibodies were determinad by .haemagglutination (2) 
and capillar precipi tation test. The humoral test in 
Fig. lA reports a percent of positive results of the 
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experimenta performed, giving an arbitrary value of 100 
perccnt to 5 positiva experimenta. Cellular activity was 
detectad by cutaneous reaction, measuring the increase 
in the thickness of the right animal' s footpad after 
antigen challenge. 

In the first stage of our study we are only trying to 
observe how both reactions proceed under experimental 
conditions of sensitization with the fungus. In the 
futura we hope to relate this to the events which occur 
during the infectious proccss. We are prescntly in the 
process of undertaking this latter stagc in our laboratory. 

RESULTS 

'l'ABLE 1. PASSIVE llAEMAGGLU'l'INATION: Sera from animals 
scnsititized with llistoplasma capsulatum. 

OA'iS AFTER THE 
LAST SENSn'IZ~ SERUM 'l'n'ERS 
TlON DOSE 

llssays numbcr 
1 3 4 5 

5 Ncg Neg 1:8 1:4 Neg 
10 Neg Neg 1:16 1:4 Neg 
15 1:32 1:4 1:8 1:4 1:4 
20 1:32 1:8 1:4 1:4 1:4 
25 1:16 1:8 Neg 1:16 1:4 
30 1:16 1:32 1:2 1:2 1:4 
35 1:8 1:4 Ne•J 1:4 1:4 
40 Neg Neg Neg Neg Neg 
45 Neg Neg Neg Neg Neg 
so tfog Neg Neg Neg Neg 
55 1:8 Neg 1:8 1:4 1:4 
60 Neg Neg 1:4 1:2 Neg 

Positivc 
control 1: 6•l 1:64 1:128 1:32 1:64 

Negativo 
control Neg Ncg Neg Neg Nog 

llaemagg lutination test was performed by tho glutaraldehyde 
method ( 2). llistoplasmin at 2 mg/ml of protein was used 
as antigen. Positivo and negativa controla were human 
sera. Abbreviations1 Neg (Negativo). 

Uumoral test. 'rhe result of the humoral tests are similar 
for both haemagglntination and precipitin tests used. In 
Table 1, it can be seen tho response to hacmagglutination 

98 



technique which can be detectad from the first days .. fter 
tha last sensitization dose. 'l'he highest titers are found 
between 15 and 30 days, becoming negativa on days 40, 45 
and 50 after sensitization. Appearing again between the 
55th and 60th day. The positiva controls were sera from 
patients with proven histoplasmosis while the negativa 
controls were from normal individuals. 

I{: - . 
... 

' 
.. .. .. 

1 .. .. 
·~ ,¡ 

I~. 
.._ 

•• O.Cltdi 

-' ,, . . • 
flci.11 

SENSITIZED ANllW.5. 

ANTIGEN CHALLENGE 

OAY AFTER THE LAST SENSITIZATION DOSE o ms 11 NORMAL li ilNS 11 N<NIMAL 
HIS HIS 55 SS 

p-estimated bY Student's test. 

..... 

Fig. 1 (A and ~ .- llumoral and cellular correlation in 
mico ~gn_sitized with llistoplasma cilpsulatum 

Fig. 11\.- llumoral. test. Sera highor than 1: 4 from tho 
samo clay of sonsitization was oxprcssod 
arbitrarily by % of positivity. 'fhe general 
conditions of. the assay are described in maturial 
andmethods and Table 1. 

Fig. lB. - Footpad swelling test. The increase in footpad 
thickness is expressed by the percentages of the 
mean from the difference between the reading after 
tho antigen challenge at 24 l)rs and the readlng 
befare the challenge (time zero) • )(0 Xu.- Xto 100 
(whero n=lO animals) n 
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Cellular test, This response was measured by the cutaneous 
test using as antigen challenged O. 05 rnl of histoplasmin 
(77 µg/rnl protein, 4370 Jl9/ml carbohydrate) in the right 
footpad. The results can be observed in Fig. 1 ll in which 
two stages of cutaneous reactivity can be distinguished. 
The first, corresponds to days 15-20 and the second stage 
corrcsponds to the period between day 50 and 60 during 
which the response reaches its highest point, showing a 
14% increasa. The increase in cutaneous responsa between 
these two stages is statistically significant (p <0.0005). 

In arder to compare humoral and cellular imrnune 
responses, Figures 1 A and ll show the course of both 
responses during the 60 days of the study. l'le can observe 
that on the days in which the humoral response is most 
rnarked, the cellular imrnune response, although manifiest, 
does not reach levels above a 5% increase. On the other 
hand, when there is a decrease in the humoral response 
(40 to 50 days) it can be seen that the cellular response 
is triggered with an increase of up to 14% ( 60 days). 
Finally, it can be seen that between days 55 and 60 the 
humoral responso begins to express itself, although it 
does not reach its initial levols. 

DISCUSSION 

Our proliminary results described hero permit us to 
mako the following considorations: 
l. Tho positiva titers obtained in tlw humoral tests, 
although low, are suggestivo of a stage of sonsltization, 
sincc in the case of histoplasmosis, titors as low as 
1: B or l: 16 aro indicativo of infectlon, 
2. In light of the impossibility of plotting the antibody 
titers due to their variabllity in tho differont 
experimenta, and perceiving tho regular and ropetitive 
distribution of the serurn reactlvity, wo tried to express 
this phonomenon graphically although utllizlng un 
arbitrary measure (Fig. 1 A). 
3. The activity of the cellular response, has beon 
reportea previously ( 5) to be at its maxirnum at 15 to 20 
days as was observad here in the first stage of Fig. 1 ll. 
llowever, by continuing our study over a longer period of 
time we have observed a socond groa ter tncrease and 
therefore greater activity of the response at 50-60 days, 
4, ~'he comparison of the two types of response dellcribed 
in Fig. 1 A and l ll indica tes that thc modera te levels of 
collular response in the first stage (15-20 days) in the 
OJrcsonce of a more active humoral rc.u>ponsc an<l thc ~reatar 
cxpression of cellular responso at the 50 to 60 days 
preceded by the absence of humoral response, are 
suggestive of a rnechanism of interaction bctween both 
responses. 

The pos sibil ity tha t the antibodies anti-llistopJ asma 
have a regulatory effect on the cellular immune response 
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is supported by our observations as well as those of 
Newberry and Velasco (4,1). Another data that suggests 
such a regulatory role is relatad to the prognosis of 
histoplasmosis. The prognosis is good when antibodies are 
presen t in low levels combinad with greater cutaneous 
activity while the prognosis is bad when the opposite 
occurs. 

Although the goal of this study was not to explore 
the cellular immune rnechanisms, we believe that a possible 
mean of regulation of this phenornenon might be one of 
the following: 
1.- That antibodies rnight be inhibiting T effector cells 
of the cellular response. 
2.- That antibodies might be activilting T supressor cells 
which inhibit the cellular response by a 'l'-'l' interaction. 
Finally, we would like to indica te that there remains much 
to be studied in this area. Our research will continua 
with the possible role of antibodies in regulation of 
fungus immune response, using on infection rnodel during 
a longer time. 
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ltEVJEW AlfflCJ.ES 

Jlcl111ionshh1 llclwcen l'athogcncsis und hnmunc Jlcgulalion i\lccl11111isms 
in l lis1011Jus111osis: A lly11111hclical A111mrnch 

M. l •. 'fo)lur, S. l;i;u, P. A. Gundlu, 
A. C. Su~;1, ami C. 'forlrllo 

/"im111/11' /J1'J1<1tlóll//1'/llu ,,,_. U·otoiiu 1111111111111. 
P.irnl1ud d~ Mnl1ri1111: 11nd 1ht /1u11Wlo 1lc 

/m·cllig11C1d11r1 Hiu111M1c1u, lh1fr,•t,ii/01/ N11tiom1t 
,11111í111111111 1/r .Uh1n~ Mhin~ M11 .. üaJ 

Thc i;cllulJr immunc ICliJllHl~t 111:1y ht lhc: J1ri11dpal 111cd1;111i~m llÍ dck1uc ug11i11H illÍl'C· 
111111 wi1h lli.uoplcu11111 rn¡u11/1111w1. S11hM•quc111ly, rcl!ul;1tiun 11í ccll-111c1l1;11c1I i1111111111i1y 
ruuld ht l1111damrn111I ru tlu: 0111¡;-omc uf 1li\t'.1~c .. Su¡ipu·i.~ivc 1)hc1101t1l'li.1 ··¡11cH'lll in 
lhc huu hd'urc i11fcc1iu11 ur luuur.ht uhu111 hy f t111!!al rnmp1111~·11lll •· y.uultl nplaiu 1111: 
\';11i1111\ cou1Jics uf i11lcc1io11, 'l l1c lact 111111 l1i¡:h 1i1cr~ 11f ;1111 ilu11lu:·.1o ¡¡fe a~~1"i,1\¡;o1I with 
11 .. puur rcllul.1r lt'~¡1nmc ~111:t-:c~I\ 1lrn1 uutilwdicJi 111;1y l1o1~c 11 wlc illl "u·1:11la1t11y 
111nlcculo" in hhto11la\mmill. Antihn1lic• m:iy 11n1dul.11c thc u.p1c\sio11 of lhc ccllular 
lt•pomc dtllcr by dirt:cl inhihition ur by :ic1iva1iu11 of thc s11pp1c-~Jior l"cll po¡iula1ion, 
thc1chy in1crfc1i1111; with 1hc infcc1ima JlHl~cH. 

llisloplusmmis h an infcc1ior1 c1111!acd hy 1hc 
funi:us lllslu¡1/lunw rup.rn/11111111, im inl1i1ccl111lar 
llarnsilc 111111 111cfcrcmh1\ly íllluckli cclls or lhc 
1cticulocntlnlhcli:1I syslcm. '(~·pic.1l crn11ulo11mtous 
lcJiiom urc lll!U:1lly ¡uudm·cd IJ, 21. Among infl'c· 
tinu~ pmvoking 11 ccllular i1111111111c 1cJip1111~c, 
l1illlUJJlmmosb pruviJt~ une uf thc 111m1 vuhlilhlc 
!aludy mudcls IJJ. Ccllular lmmuuc 1c!ipomc is 
1ncdin1cJ hy suh1mpul,11io11s uf T ly1n11hucy1cs {T 
cfkclur cclh) :111d is d1arnctcri1cd liy u v:uicty uf 
biologk 11c1ivl1ics dircctcd by diffc1cnt mcdialoo 
(e.u., lyrnphokincs, whit.:h ncl prcíc1c111ii1lly ou 
macrn¡1hagcs). Thc l'cllulm rc~11011sc is 1101 1111 iso· 
l111cJ 11hc11u111c11on bu1 rnthcr is 1cla1cc..l 10 :111d as· 
sociatcll wi1h 01hcr runc1iuns ami componcnls of 
tite immunc rcs1mnst\ such as humornl imnnrnily, 
cytoioxic cffccls, ilnJ u1hcr nc1ivi1iell of lhc T ccll 
subpupu!J1ions: thus, 1he cíícc1ivcnc~s uf tllc cd· 
lulllf im111u11c 1c~1mmc dc11ctUIJi 1111thc11p1inml in· 
tcrnctiuns of 1hci.e cumpuncnls 141. 

Mctchr1I lor 1111hlic111hm hl11u.11y 22, llJll), 111111 111 1tvl\c1I 
fu11n Ap1il S, llJK·I, 

Tlu: 1rn1hun op1tu 1hcir 1l111.11~• 10 U1. l .. ui\ ltl1pc lluj.1hl for 
hh Hlmul.11ina llimmio111, lnlcrot, nhlduu, 11n1l cu111r1hu111111 
lo 1hc 1t11tila1ion of tl1i' wur~. 11/\d Mlu \11:11\11ic¡¡ Y.1~uldí fo1 
nvicwrni: 1l1it 111u11u,c1ipl, 

l'k.i\C i11M11:u 1rq11rn1 ío1 rcp1l111110 1Jr .. M¡ulJ Luc\;i 'fil)'• 

l11r, Dcprnmcnlo tic faol11ti11 llunurn.i, f¡u;:ul111d tic Mctli,imt, 
C1u1l<1d Uuivmil.:11i.1, Unittr~id.itl N~dunal Autónoma dt 
Mhicu, llHJO Mbko, u.r., M~.\ICll. 

7Jl 

Gcncrnlly, lhc IHC~cucc.: ul JI. c·u¡1l11/11111111 in u 
bmcc111ihlc lwst puul11cell ~r¡11111lnmmous lclliuns 
in which 1he p:midpalion uf 1hc ccllular 1c~1mnsc 
is fully 111;1niíclllcd in thc lb~ue 1e;1c1i1111 (2, 3). lf 
ccll11la1 1c~pomc i~ 1hc 1uind¡wl 111cchi11th111 of de­
fcme i11 histupla~11111~is, 1hc111hc n·1:11l:11inn or lhc 
ccll·111ediu1cd i11111rn11c rc.:s11111nc is f11111la111c111al 10 

lh1.• Ollll'OlllC UÍ lhc dbc:1~c. Currclll CllllCC:pl~ Slip· 
pu·r1ill!l llllM11ihlc mcchani!.111~ tlrnt ICl!1tla1c lhc lm· 
mune 1ci.pumc i11 histnplnJimmh me dbcusscll. 

Hcl!ululnry l'hcnomcnu 

Thc rcgul111ory cum¡wncnts uf 1hc immunc re· 
s11011sc, inclutlinc foc1ms rcs¡mnsihlc for hmh 
i.timulatinn mul rnp¡uc!o~iou, determine 1hc ilucn· 
si1y, (turntiun, ilJUI cfficicncy of lhc rcs¡mns~. 
Thercforc, il is rca~u11;ihk to a~H1mc 1ha1 ~limulil· 
li\'C a111l Jiupp1c~i.h·c cvcnt~ illC Jlilrl of lhc mcclm· 
11il1111 hy wllkh 1cculu1inn occurs. Supp1cs~i\'C 
Jlllcnumemt in hbwplasmmi~ lrnvc llccn CAillltlncd 
in il fcw ICJIOll~ [~-11) ¡t111l 111;1y c~plai11 11 5C\-'Cle 
L't1ll1!.e of thc i11kL'li1111 iu 11pp;uc111ly hcuhhy imli· 
vitl11uh. 'lwn JIOüihililicJi c1111 be 111upmc1I. (/) A 
supp1C~)Í\'C e11i!t.mJc lllilY UCCUI [llÍOJ ID ur hÍllllll· 
tnncnu~ wltl11hc inf..:c1i1.11111rml11ccd hy 1l1c f1111g11s. 
Thi~ C\'Clll mily h~ circ11111S1:mtinl or clcarly deter­
mincd by n prcviuu~ in11111111ns11111nc~sivl! comli· 
tion. Such supprcssiun rnay be rci11fmccd by lhc in· 
fccli\'c ¡uoccss. (2) Supprcs,ion urny he ;111 
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0111come of thc lnfi:ctinn itsclr, 111cdi:itcU throuch 
sume fungal prmlw.:t nr co111po11c11t. 

Thc roi mcr pmsihility is l11ppo11cd by tl11! fact 
lluu a group uf hcalthy imlividunls cx¡mscd to 
JI. rnps11h¡w111 undt!r hh.:111ical cu11di1iot1'i tkvclnp 
diífcn:nt dinical CtJlll!IC!i nf thc disca!ic. Variuus 
íaclor!rr. cuuld incrcast: smccp1il>ili1y and altt:r lhl! 
1rnturnl ur ill:quiu.:d 1c-.hw11cl! of 1hc individual. 
This dn.:11111!rr.la111ial vari•1lio11 uf tlcfcnsc c.:nuhl 111.:r· 
mil a more c1i1ical cu111!lc uf thc inh:ctiou. 

111 thc 1:1hmalory wc ;11c :itmlyi111,t thc JlO\!iihlt.: 
rule uf fungal co1111nrnc111s in i111111111111!'.Upp1cs!iivc 

cvc11ts. lh1íz et ul. 1111 h;1vc found lhat hi~ltlpla!rr.· 

111i11 1 u concc11trntcd c11l1urc c.\lra1.:1 uf//. ftlJ'.m/11-
1111111 imJrn;es i1111111111osupprc!rr.'iio11 in micc chal­
lcngcd with shccp ltBCs, a hc1crologous mllit;cn, 
whcn th..: hi!iloplas111i11 is ¡ulmini\tcrcd i111111cdi­
u1t.:ly hdmr: i1111111111ilí1tio11 with antiL:cn 1111. Thc 
response, 1llt!;1.\11rl!d by 1hc ntintbcr uf splcnic 
•1ntihmly.formi11g cdls, WilS ahmg111cd whcn >100 
µg of hh1upla~mi11 was illl111inis1c1ctl two Jay.\ be· 
forc lhl! !ihccp RBC anligcn. Thc!tc nb!icrvations 
support thc illca tl1n1 i111m1111osupprcs~ion could he 
an impor1,1111 foc1rn in thc pa1houc11c~is of 
hbt11¡il~1~11111sis illld mny :u.:1 1t11011gh ;¡ varicty or 
111cchani~111s. 

Su1111rcs\ur C.:l'll l1.1rlh:l1rn1in11 

In rcccnt ~·c•trs, a grcat amount uf work in imrnu­
nology has fucuscd 011 suppressor T ccll.\¡ 11nw1 

hmvcvcr, supp1cssor mlhcrt!llt cclls IHl\'C hccn idcn· 
lificd in sorne lnícctious 1uoccsscs. Thcir panicipa· 
1ion in i111111u11c rcg11la1ory mcd1i111is111s tlrnt act 011 
U lym11hoq·1cs nml 011 s11hpopula1ions oí T lyrn· 
11hucy1cs is i11disp111ahlc {12, IJJ. Thc prcscni.:c of 
lhcsc cclls in hoih lu1111;111'i mul :111im;ils itifcc1cd 
wilh //, L'c1p.m/11111111 has ulrcady hccu dc11w11-
ma1cd 15-JOI. 

J/111111111 lii.uoplmmm·i.\·, Supprcssor T cclls 
wcrc first iJc111ificd in 11a1icn1s wi1h histop!.1smo.\Ís 
by S1obo el nl.151 ami Couch el al. 191. Subpuptda· 
tinns uf mnnonuch:;ir mlhcrcnl cclls hm·c becn 
shown lO acl as "rcgulatory cclls" in variom hu­
man infoctious Lliscases. such as tubt!rculosis [1·11· 
In liunum histnplasmosis, i.l macrophage·likc !lllp· 

prcssur ccll has bccn dcmonstratcd by Stobt> [61. 
Thc role of 1hcsc "rcgulatory cclls" in thc coum: oí 
thc infcctinn has 1101 bccn c:stnhfühcd. lt is possi· 
l>lc llrn1 failurc of lhc i111111u11c 1ci;ul:1tory mcchan­
lsms rnay ¡¡lluw tlisci1:ic tu prngrc!is to a scvcrc for111 

7il.l'lor ,., uf. 

in SOlllC Cíl!ICS. Thus. i111pair111c111 or thc ccllular .rc4 

sponsc may lii.! duc in pall to failurc(s) In tlu: 
1cgula1Ury llll't.:h.111h111 rmtcr.:d hy cithcr supprcs­
Mll cdls or 111ulcc11lcs such ;,1s :1111ihodics (figure 1). 

J::r¡Jt.•1i111L'111al hi.110¡1/a!l11111sil". Rcci:ntly, mll1cr~ 
cnt supp11:!is1>r cclls arnl T sup¡rn.~ssor cclls lmvc 
bccn dc111omtratcd in thc !iJ1lcc11s of mit.:c infcctcll 
with //. cups11/it111111 llOI azul in ani111;1b with 01hcr 
c.\f11.!1 i1111!11lally intlui.:cd i11fc1.:liun'l, such ;1s lcpmsy 
1111. 

Tllc co11cc11t tlml i1111111111m11pp11.!!i~iu11 cuuld he 
p10Ll11ccd hy i11fcc1io11 wilh //. WJl!l1tla1wu ¡, sup· 
11011cd hy lite 'llulic' llf llullnd d al. J7, 8, llll in 
a 11111ri11c modcl. Thc ;11t1hn1.\ !ihuwcd :1 co11cla1iu11 
hctwcc111Jic ill.:utc phasc or lllC hi\IOpl:is111al infcc· 
tion Ulld lhc C.\iSICll!.:I.! of i1 markcd Slljl(lll.!~SiUll Uf 

ccllular i1111111111i1y, cylotu.\k ;1ctivi1y1 ami p1 inmry 
illllihmly rc!i(IUll\C. This supp!C!i!lion was iiulnccd 
1101 only ll)' fung¡¡I antigcns hut also h)' ~lu:cp 
IWCs, a fact iiu.licatiug thill thb 11hcno111c11011 is 
1q1pa1c111ly non~¡H!dt'ic. An i1tldi1im1:1l ohscrv<llion 
b that lhc supprcssivc s1a1c wus dctcctcd only in 
liHhc animals inoculatcd wi1h living fungal cclls 
and th;ll !he s11p)l1cs~io11 i11rnlv1.:d not 011ly T cclls 
hui alsu adhctcnt <clls IH-IOI. 

11 is knnwn 1lmt ¡1c1ivatio11 of 1hc suppu:ssnr 
pnp11l;,11iu11 c;.111 lic ~pccific;,11ly fostcr1.:LI liy thc pr1.:s­
c11cc of ;a soluhlc antiycn or hy a111igc11-•111tilimly 
cumplcxcs. Altho11gh 1hcrc is 11u cviLlcm:c uf !iolu­
blc circulatiug //. cup.mh1r11111 m11igcus, it b pus~i­
lilc that this mcthud uf acl iva1iu11 of a supprc.\sur 
pup11latiu11 docs o..:cur, sincc d1cula1iny immunc 
complc.'(CS in hbtuplmmo,is havc hccn c~l:tlilishct..I 
llfil. Additillllillly, thc idea 1ha1 i1111111111oluyic 
dc1w:s!iio11111;iy he 11011sp..:dfic i11trnll11ccs thc pus­
!iihility that 'iomc prrnhu:1of1h1.: fu11g11s ha!! un im· 
11111no\11p¡11c:..'ii\c cffct.:I 1111: :1 'li111ilar mcchanism 
u¡1cr;llc~ iu i11fcctio11 duc 10 /1/umtotlium viv11x1 
'liy¡11111Cl\IJ11ht 1·rn:.i, and 01h..:r 111ic1uurgnnisms 
117, IHI. 

A11tll1111I) 1'11r1kl111Ulun 

Thc fact that muibodics par1icipa1e as 11 rcgula1ory 
molcculcs."' parlicularly in thcir action on B cclls, 
is iudicatcd by 1hc inhihitiun or ilnlibody produc-
1100 throuuh 11 íc'<lliack mcclmni;m fl9, 201. 

Aluogation of ccllular immu11c rcspomc by 
unti-idiotypc nntilmdics has Liccn dc111011ma1ctl in 
thc 1m111ifcs1a1i1111 of llclu~·cd-typc hypcr~cmifrd1y 
(DTI 1) 10 haplcll phu>¡>horylcholinc 1211. 01hcr 
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Fl~urc t. llcli1tio11~hi¡1 hc1wccn 1he 
ii111111111c mcch•u1bm!i In hi!iluplasmmis 
u111l 1hc OltlCUlllC ar di\C/l\C. Abb1cvia· 
lions: An ·~ muihody¡ T~ ... sup¡11c~· 
~or T 1.:t'l\!i. 
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stutlies dcmo1is1ra1cd s11pprc:;sio11 oí lhc DTI 1 
rcul:lion 10 liovine y·cloliulin (llGG) carricr by 
Jgll2 anlihaptcn nnlibmlics 1221. 

Evi<lcncc of unlibody uclivity on thc ccllular im· 
mu11c response in infcctious 111occne!i. is still 
!i.CllTCC, ulthuugh in U mu\y of t11c role UÍ ccllul;tr 
111ul humowl immunc response i11 111icc i11fcc1cd 
with Norcmliu lm1!iilit•11Jis, Rico et al. 1cpurtcd in· 
hihition of 1rn 1 by t he pa!i!i.ivc tran~fc1c11ce of nn· 
tihllllics hl N. brn!i.ilicusü· (231. 

lnfurm:uinH ttccumulíllcd in thc lilc1111u1e s11g· 
gcSl!i thnl1in11w11y infcclions of bac1crial or fungal 
ctinlogy uml 111 dcucncmtivc prnces~c!i such 11s 
1umors1 nmibudits 111ay play a vc1y importnnt role 
In thc rcgulation of thc ccllulnr immunc response 

' 124-311. Thcrc is somc cvidcncc 1hal 11111lb0<lics do 
1101 act ¡¡lonc hui thal nn 1mtigt.:n-t111tlbody com­
plcx mcdiatcs tllc rcgulatory t:ffcc1¡ 1111 •• ·sc com· 
plcxc~ hil\lt.! hccn íound to l>c p1c~c111 In 11111101¡11 
1uucc!i!i.t.'s 131), hb101>lm111mis 11<11, ..::oci:hlioidomy· 
cm.is ll2}, ¡111d tuhcu:ulmis 1331. In 1cality, the pnr· 
licipaliOll OÍ illlllllll\C Ctllllplcxcs Withill lhc COlllC.'(Í 

uf thc immnnc ri.:spnlt!ic h; r;1thcr mnhiguous. 
l luwcvcr1 ¡1s ahc¡¡dy exp\¡1incd, such compk•xcs 
cuuld play a 1cgulatory role by, amonu othcr ac­
liu11s1 Mimulutini:; T !i.Upprcs.mr cclls. Thcy could 
also lrnvc a ncg,111ivc cffcct on thc pallmgcncsis oí 
disca~c by íixing complcmcnt and promoting tis· 
suc lc!aions (34}. Thh la11cr effccl may cxp\ain thc 
ncc1otic \'asculi1is oU!acrvcd in Lucio'!a lcprosy 135}. 

J lmmm disl!m·e. lhc 1ch11iomhip bL"twccn anti· 
hotly litL·rs nnd Llbt.«1~c prngnosi!i. could be illl hu· 
IHlllíllll :ncu111c111 l'ur lhc 111nLl11\ílti11crolc oí1hc!i.c 
molcc11lc!.. Thh rclatiomhip h•1s bcc11 csrnhli!ahctl 
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in various mycotic dhc¡¡scs 1 i:s¡11.:ci:1lly hi!ilt1plas· 
1110!1.is and coccidioitlumyco!ih, mul in !iilnilar ill· 
111:sscs such as nocanliosis (l-3J, h..·p1osy l36J, ami 
tuhcrc11lo~is (2<1J. l ligh nntibutly titCl!i in paticnts 
wi1h thcsc infcctio11s are associa1ed wi1h ;1 poor 
ccllular rc!iponsc, as dcmon!)1tatc1I hy ~u11p1c!i~ed 
DTll, blil!>toid 1n111!!.íurmíltion1 ur 01hcr i111licíltion 
ol ccll11lnr i111mu11c ilctivity, In !IOIHC cuses, this 
cmulilion could p1og1cs!i until a IOlill L'cllulur 
ancrgy i!i uchicvctl. 

A111il·Es11mla et ni. 1301 C:\illllinc1I du1ing11 onc· 
ycar pc1 iud thc cli11icnl nml immunologic rc­
spomes and thc outcomc of discnsc in a family 
with hlstoplusmosis. 'l'hc rcsulh of 1hci1 study sug­
gcst th111 such ¡mticnts cxpl!ricncc 11 cyclic nnd ni· 
tcrnu1inu i11c1casc in 1hc ccllular aud humoml im· 
nrnnc rl!SpCHl!iC!i, ns 111cí1~1ucll by cvidcncc uf DTU 1 

produclion oí migraliu11°inhihhi11g [aclor (MIF), 
p1ccí11ilnticin1 anJ com11lcmi:nt fi>intion. Wlu.:n 
llTI 1 """ MIF rc>ponsc> 111 hi-inplasmln wcrc 
¡>1c!ic11t, lhc imtihudic!i uppc:ircll in luw litcrs, uml 
whcn lhc IJl'l I m1d f\111' lc!ipomc!i \\Cit.' ah~cnl, lhc 
untibu<ly lcvcls incrca!icd. This 1d;itimbhip he· 
twcc11 thi.: irn111u11c 1cspon!ic!) !illppo11s thi.: idc<t of 
un intcrnction hc1wccn lhcm. 

Ex¡n.•rimentttl jimli11gs. Tn~·lor et ni. 129) fou1HI 
thal, in micc scnsitizcd to //. cups11fa111111, an in­
crea~c i11 thc cxpression of 1hc cdlulilr immune re­
sponse (OTI 1) is ¡ncccdcd by a rcduction in anti­
bmly tit-Cl"s. Similar rcsults lmvc becn obscrvetl 
recc111ly in cxpcri111cntally induccd infcction:. in 
animal!!. Young omd adult 111¡¡lc synucncic llALB/c 
micc WCrc infcctcd with 11 ~11\iJctJrnl dusc of JI. CU)J• 

.mlllt11111 und chcdcd wcdly for ccllular und bu· 
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moral lm1nunc rcs111111!ic!i. A currclillinn ·hcl wccu 
thCsc [Cllj)OllSCS WilS ohscrvcJ dtarill!I thC COlllSC UÍ 

i11fcctio11. (:jt;UfC 2illustrntcs11 cydic OCClllí1:ncc OÍ 
ho1h rcs11unscs in yuuni; mkc, with ouc rcs11mhc 
dhplaci1111 tlu: cx1111mio11 oí lhc uthcr. Thc de· 
CJCi\!:!C ni IWO pnints (dny ·IO ílllt.I day HK) in l>Tlt 
rcs¡mnsc up11au:111ly precedes thc incrca~c in illlli· 

holl)' titcrs illh.I vice vc1sn. Simil;u u:~ull!i wcu: uh· 
t;1i11cll 11111ll11h mh:c. Mmcuvcr, whcn ccllul.ir iln· 
1111111c rci;pumc Wil\ lllCil\utcd hy p1mlu1.aiu11 uf 
MIF, lhc c)'dic rcl;11J11mhip hclwL"cll humuml nnd 
ccllular n: .. pun'ics w:i'i :iu.1i11 tlc11w11s11a1cd. Fur· 
1hcm1111c, ¡mH.ivc 11:111~fcu.:111.:c ol' 1111tilh1tly tu 
11. ''ll/1\'lllc1111111 hcfuu: l11fcc1iun 1cd11ci:d tlu: rnh: of 
""vival al 111lult mlcc (table ll llll. 

Thc)c rc'iulls suuuc)t lhitl illllilmJicia muy hd1a\lc 
us rci;uhuory 11111lcc11lcs cilhcr by 111ulluli11i11i; thc 
c1t11n:ssío11 of ccll11lar lmmune rc~po1hc (u~ dcmon· 
s11111cd by clmnycs in fou1pmJ thicknc)s in micc; 
ílyurc 2) or hy mtHliíying 1hc: 1uu11:c1ivc functlun 
of thc cclluhlr response during thc i11fcc1ious proc­
css (as dc111mmmlcll by dc~rcascll rntcs uf survival 
In micc 11assivcly lnuuunitcd; lilhlc: l). Morcovcr1 

observ<itium matlc in vitro by Ncwbi:rry el al. (281 
lmlic:11c lhat lhc p1csc11cc uf antilHHlics to //. L"UJJ· 

s11"1111m inhihits thi: indu\:tion of ly111phocy1ic 
1rnnsfurm.11io11 by histopla~min. 

•·1~urt l. C1111da1fon hctwcl!n ..:cllu· 
lar ami hnmural immu11i: r.cs¡11111\c 
during hi;1011l1mno~i.; as tncJsurcd hy 
im:rca\C: in ron111.id thidntn nnd 
hc111ag¡;lu1ilrn1ion, U!\f1cc1ivcl)'. He· 
!tuhs llrt: íu1 youug ~vnt:cocic nrnlc 
llAl U/e mki:. fach pui111 corre\· 
1m111b fo 1hc 111c;111 v.1luc fm tivc Jni· 
mah. S)'mboh: O·- ... O ... 1m·,111 
JlCICCUI illCCt'.l~C in foocp:ul 1hill.llC\S 
in infc..:tc1J mil·c 1h111 ICL"t:ini.1 hhlu· 
11l.1\111in anti¡:cn (.\11 ¡ig/11.llS mt ur 
111111ci11) millll\ thc v,1luc 111 llllllll,11 
mkc 111.11 IL"lcin:d lmlupl.1\IUÜt illlll· 
l\cn; l). · · • O . 1111•;111 11cm:111 in· 
..:.e.he 11\ luo1¡1.11l thkl.11c11\ in i11k11c1I 
111iLc 111.11 h'.~d\'C1I ,.1li11~ ml111i1111 
minm lhL' v.iluc in norm.11 mh.:c; 
[)···· • (] ..., IC~Ull\ uf hcm.ig• 
gluti11111iu11 tc~l ¡1c1 lormi:d hy 1h.: 
glu1;unldi:hyJc me1hu1I. l lbm¡ila~min 
(1 111glml ur prutdn) wa~ u~etl ol\ 

an1icc11. Dill11 cuurtc .. y ur M. l.. 
T;1yl11r, ll. A. l lcrn.uulct, N. l!lirnn· 
do, J. C.b;1ml;1, a!lll M. lt Hcycs 
Moulc:\ (unpuhli\hctl obscrv;1li(l11s). 

Althuugh 1hc manncr in ~hkh antibudy m:l) h 
not kuuwn, dhcc1 inhihilinu ni' thc ccllular 11:· 
spousc or ncti't'ólllon or u lymphuid 1101111la1iu11 
haviuy u sup111)!füJí l"u11ctim1urc11011111la1cd ciq1la· 
nntiuns. Fu1tl1cl111n1c, i1liu1ypic a11tilu,1ty ac1ivity 
ca111101 111.: 111h:J 0111. Evidi:ucc ul" i111crac1lon he· 
1wcc11Tcclls111111 ;1111ihmlic~ hit\ hccn duc11mi:111ct.I 
112, JH, JIJJ. Mrncnvcr, il ¡, 1111\\ihlc 1h;t1 thc cun· 

"l"ulllc l. l<.1lc\ 111\lllVh-.1111l ,11lull 111.1h: lli\l.11/~ 11111.:i: 
h11"c¡;lc1lwi1h ll11t1111/,1111111n111111/,//1m1.1fll.'1 11,mh.c1ram• 
!"t:1~11~~ uf 11~~~111.~I ~c111m ;111d 11. r11¡1111/11~""' '.111!i~cf!!lll· 

C11111luluu,ul 11.111-ln. tfa.11( No. ""'i'c:1l 
i11lt.:1ul mi~c 1·.·~1. ·-

) l1r l1r1tuc info1iun 
11111iwu111 20 11101 
11111111.il ~c1um ll i 166.bl 

Cuuunl IO 7(111) 

10 d.1ws .Alter illÍC\:lion 
Jnlhc:rum 10 ltllllkll 
noi111;1I '~1um to to 11001 --·--··-··--·-···--·-· 
NOrn. Micc wc:1c iníe'o.1cJ i¡1 ~1111" ~uhh:th;il Ju,c ti.Y>< 

IO" yc.hl ~·clb/m\J ur a wcal.ly ,¡1111.:nl\H.tin u( 11. r"111w/Jt11m 
(no. SllJ7). S~1um cu11t.1ining hi,h lc,·i:h of .1ntíhll1\y IU 11. t'llP• 
111/c11111n f.1\Jt1"111incJ hy El.IS,\)11111111111JI ic1u1111w;¡' 1i.mivcly 
UJlhl"cm:J hy 11.J·ml u: lllJLi..tiun. 1>.11;1 .ire hu1111n1. 



t1¡:urr J, CcllulJr immunc rr~ponsc: 
modulation in histoplarnmsis. ToJI, 
1hcdam:1rc cílmcJ hy h)•11c1rcuc1ivi1y 
o( 1hc c.:llulilr 1dponu~. i.c., hypcr· 
fonctklnt>f rrrcc1or T U!ll\ (Te), could 
1cr1c"111a'''r11l;11iun111n.hani~111 e.Mi· 
dcnc)' 111a11ifrslcll b)' un in.hlc11ua1c 
1111Khtl .. 1M111 cithi:r hy rnp¡ucm1r 'r 
nll1t. ("h, ur hy ;11111h11tli~·s.. 'f his 1t.ilt1· 
111iu11 f11:1111c111ly ..:ui11d1k1t. "'i1h il fo~~ 
nf anlihuJy 111 luw ouuilimly 1i1tn. · 
Alil/d/t, ll1c i11l·al 1t.i111.11io11 iu "hidt 
111k1¡11ilk u:rul.11i1111hy11 nlh (11) .11111 
'h cdl~ h 111a11ih·s.1nl. /lot111111, 1hc 
lllilllih:"t·d l1ypo11c;1c1i~ilt'lll ll1c t:tl· 
lul.tl N11111une rd¡mmc, l.c., hypn· 
fonctiuu nr Ti: i:dh, muid he c;iumJ 
by un ¡¡hrr,·uiun in 1111: 1r1;11la1my. 
mcchaniuu in v..·hich 1t.u¡1¡ucs1t.i,·c a~liv· 
i1y coukl tk' uir~crcd hy 1"' ccfü 01 by 
¡¡111ihody111otl11cti1111hy11 cclh, \\hich 
ru:qucnll)' cuiudJcs. "'ilh hh1l1 allli· 
hody lihn, Syml1nls: I ... lad t!r low 
run~1iOt1illi1y: t ,. fl)'fK'IÍUIJ(liun;' M 

l1y1mfu11rliu11; ~ ..., umiboJy 
111oluuln. 

COUllSE UF lHC llCil'llNSE 

ccr11raliuu ami dit~~ m ~ubclm,~ or nnlihtKlic!i may 
plny u11 lm1wr1;uu rolc i111hc acliou umlcxprcs!!.iun 
OÍ lhC CCllul11r IC~JlllllS.C. 11 Ís pu~sihh: lh:tl high 
lcvi:lllo ur Dnlihudy mui.k lhc lllllitCUic dc11:nninanls 
oí1hc íuncus1 111aki11g 1hcm inacccuihlc forT lym· 
1ilmcyu: t.l1111ul:i1ion; con1t.c1111cntly, a lnw ccllular 
Jl.'~ponsc: i!.111\l{ltt~i:d. In t:nlllrn!i.l, luck ofuntib'ody 
111rnhu:li1111(ur11111d11L'liou of nu11Jc1c~1ahlc k"Vch.) 
u:sulu. In m1 11umu1l11liJ&c1I T lym¡lhocy1c.· IClllllOUM: 
lo 1hc Mnlil:cu; llt.'l!ihlcncc uf lhi: :1111i~e11 Mimu· 
lates an cxa~gcr;llcd T ly1111Jhocytc 1ci11onM.>, anti 11 
hy1w:rtcac1ivc comlhiun t.lcvclops (fluurc l). 1111~ 
01>1ho:al iil11u1io11 would be 1hc uchk-wmcm of a 
kw:l uí uutibmly 1h:11 would no1 affccl lhc rccogni· 
lion nr amiticn hy 1' lymphocy&cs hui would adi:· 
«1ua1cly und cfficic:ntlr mudulate die ccllular im· 
munc 1csponsc. 

Nole uí lhr lmmune Hc~pun~ i11 lhc l'llhoirnnl1 
O( 111 .. llplYilUOsiS 

Oivcn 1hc complcxily of 1he hos1•s ddcmcs and 1hc 
con1rownial muun: or 1he mL>chanism of auack of 
the infcc:1ious. agcnl in hisloplasmosis,. pa1hogene· 
sis 1nd inummhy cannol he comidcrcd scp1ua1cly. 
Con~uc:n1ly, 11maybe1uoposttl 1ha1. undcr con· 
dllions or immunocmnpelcncc, 1hc immunc ap-

pmalUi ii cupublc ur rc1olvi11g a hhloplóu,mul In· 
rcc1io11 by c:limirmting 1l1c fungus lhruugh i11 
tffcclnr cclb. l lowcvcr, in case' in which lhc infcc­
liun produce' ioc~rc und '"!aUtiut"d 1i~s.uc dmn:igc, 
lhc imnmn&: a1111urnlu!t h, a11pmc111ly incnidc:111 in 
climiuu1ing 1111: micmorgani1t.m omd ¡noducu le· 
siuru, likc dime olnencd in hypcrnc1iva1io11 nr thc 
ccllul;u imnmnc 1cs.p1111:1c (DUI). 

In 1t.c\'1:1c hh1u11h1lllmmi~ in whil:h no i11111oti1111c111 
of 1hc i111111u11c llo)'~ll'lll ha-. licl·11 clc1ce1cd1 1ho11nh1 
1hould he giwn lo lhc 110\s.ililc c~h1cm:c uf 
mccllilni"m~ lhill ;1tlnw lhc íungullo 1u cv;ulc: 1hc cr. 
l\:clor cnm1Mmcm uf 1hc imnumc fl'\IMJll!t.C: luw 1111· 
1hicnichy uf lhc 111ic1urngani\m1 muiscn 1urnn\'cr, 
ma!.Ling uf a111igc11ic Jc1cr111im111b, u:,hUll\l'C 10 
lf)is vh11il1agocy1c discs1ion1 antir•ha!:OC)'lic ;1c1iv­
ily1 ele. Allcrnati~cly, il is imporHHll In considcr 
lhc possiblc u.ish:nce of mccha11is111s lhal 1M:1111il 
ahcr.1110111 in lhc 1é1:11h11ory S)'llltt:ms of 1he im· 
munc: response. Mos1 lla1a indicutc thal thc failmc 
IO clhninalc lhc ÍUllCUS !t..ICms from impairmcnl in 
lhC JtgulaliUll OÍ tite illUDlllU: ICSl)()QM!, 

Culldu,i11• 

Thc hosl-paruhc 1da1iunihip in histoplasm1uis i1 
poorly undclSIOOC.I: Thc mcchanism by which tbc 
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rungus provokcs tissuc damagt.: appnrcnlly docs 
nol dcpcnd dircctly on thc lOKic activity ar sorne 
praduct or llu: microorg:tnism. lt is pmsible l hal 
tite pcrsistcncc of thc fungus in the ho!ll, rcganJh:ss 
uf thc host's immune ?.tntus, may be lhe rcsult of 
a mcdmnism that pcrmils cvasion oí thc immunc 
response. Tlu: inability 10 climina1c ar dcuroy thc 
microorgnnism 111ay allow thc continuous anai­
genic stimulatiou uf thc immunologic system, 
producing a SJ>CCÜll hypcrrcal.'tivity OÍ thc cctlular 
i111munc rcs11011sc (hypcrscnsitivity). Although in­
cffidc1u in dl!moying thc inuacdlular para!iitc, 
such hy¡11:m.:acti'f'ity cau!.C!t thc accumulation of 
ccll!i in thc infcc1cd arca, 1hi:1chy prot.lucing thc 
typical grnnulom:uous lcsions. 0;1111acc 10 host tis· 
s11c is a con!tcqth:m:e of 1hc intcmily of lhe im. 
munc response. Umh:r 1hcsc circumuanccs, allcra· 
lions in 1hc n:gulation of lhc immune rcspum.c 
occur¡ T cffcc1or cclls could be 1rim:1:rcd, whilc lhc 
modula1ion of lhe ccllular response by T supprcs· 
sor cclls and anlibody is a1>parcn1ly bloi.:~cJ. On 
thc othcr hand, it is possible tlmt 1hc lc!iion may bc 
produccd by thc dircct dfoct of the fungus in the 
abscncc of a ccllular rc!tponsc (ccllular hy¡1orcac· 
tivily), although thcrc is no cvitlcncc to supllOll 
lhis idea. In this case. 1hc1c would also c11in anal· 
lcra.lion in thc rcgulatory mcchanism. In conuast 
wilh 1hc ~iluation jusi tlcscribcd, howcv..:r, thc T d· 
fccmr ct:lls un: dc¡ncssed, whilc 1hc uction of T 
st1¡1¡ucuor cdls or an1ibodii:s is a11parcn1ly uic· 
gc1cd. Finally, it is possibh: tlmt tissuc 1.hmrngc is 
dui: 10 a nonspi:cific 11ol)·cln11al íli.:liv;uion induccd 
by thc fungus or that hnmum: complc1'.cs in 
his101ihmnosis 11;1r1icip:11i: in thc 1lssue da111agc. Al 
prcscm, 11olydonal ili:tivi1y of íuni;:t.I prmlucts is 
bcing invcstigalc~. 

A mi:chanism c>.ph1l11ing tlu: in.1bili1y 10 ,lc)Hny 
lhC ÍUllgllS 111 lhC ccllular lwd has 1101 l.1e1:11 clillÍ· 
ficd 140). Sincc macwphagc!l ca11 activdy cnllocy· 
tose but cannol dige:r.11hc fungus, ci1hcr 1hc activ­
ity of lymphocytcs on macro11ha~cs or lhc failurc 
OÍ lllc i111rinsh: Lfigc:slive 1111!Chillli511l Uf lhc tnaCIO· 
phagc (pi:rhaps induc"'LI by sume prodm:I uf lhc 
ÍU11gll!t) may be IC:r.ponsiblc, 

An impuirmcl\t in the 1cguhulu11 of thc im· 
munologil: rcspon!tc: in which the failurc dcpcnds 
on lymphocytc activity could be postulalcd. Such 
11os1ula1ion would be basc:d on c:vidcncc 1lia1 imli· 
cates lhc CXÍSICllCC OÍ an incrc:isi:tl supprcssivc UC· 
1ivily (prcsencc of supprcssor cc:lls; dc:tcction of 

·r.u111rr111f. 

supprcssi\'c phc111.uncna during thc infci.:1inus 1irm:· 
css) und on the probable role oí cithcr :111tibodks 
or immunc compk.'l:cs in dc1crmining clrnngcs in 
thc modulation of thc JI. L'apsu/11111111 ccllular im· 
munc rcs11ome. 

Thc proboiblc modulatiny rn\c of an1il.Jodic!t may 
be C1'.plaincd by ;my or ali oí 1hc following: (IJ a 
prm:css or inhibilion of n lymphocytcs by fccd· 
hack, thc mcchitnism of which lms nol )'CI hccn 
cla1ificd (19, 201; (2) climinution or masking oí 1hc 
an1igc111 which would 1101 allow thc activu1ion or 
ri.·11c1iva1ion of 1hc cífi:clor or rcgulatoiy cclls 1·11, 
421; m1d (J) "dhccl i111ciac1ion hc1wccn 1hc acti\'c 
SilC OÍ lhc lymphocyll! íL'CCptOr!t Ullll ílllliboJÍC5 lO 
11. ':11¡au/c1111m vía, for cxa11111lc, nn iJio1ypc nct· 
work (4l, 44). 

M;my phcnumcna uf 1hi: 'inununc rcs¡mme in 
hislO¡Jla:r.mmÍS IClllilÍll UllC'l:l)li1i11cd. ÜÍ Sj1CCiaJ in• 

1cres1 ilíC a11pec1s ar immune rcgula1ion. Furthcr 
stmly nrny rcvi:al a mcclrnnhm by whh.:h an adc· 
quatc ccllular rL'Sponse is motlul;Ucll so il~ co pre· 
\'enl damagi: 10 lmu ,li!tsuc. 

l. Kip11on JW.11i~1opl.i\lmn1i. In: M~J1.:JI m).:ol111n·. hl eJ. 
l'hiladdphi.i: W. 11. SaunJm, l1H4:l?l-47 
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lliu11pl.:umo~i1. In: Mi:Jk.il m)ruhl11Y. Jrd cJ, llhil.i.id· 
¡ihl.i: L:.1 & rehi&tr, l'J17:Jm •. u 
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myi;u,¡,, In: \'ou111J1n <il', 1•.11crs1111 l•Y, S11111111i:I\ llM. 
c11\, l'hi.' hiulugi.: ;an.I ..:lm1c.1I b,ni\ 1if i11frc1l11u1 d11· 
c:no. ?nJ cJ. l'hil.1lkl¡ihia: W. 11. Saumk1,, llJllO . .Ju.4· 
21 

4, Ruudl JL, Go1L1b ES 1"u11..:1imul 1k'\d.>¡11ui:111 \JI lhl! ium· 
o1c1i1111 i:clh In 1he i111mu111! H'\l'mhc. 111. H.1ll1! 11( lhe ne· 
1111.11.d 'l1ki:n. 1:111 J lm1111111ul l1J11;7:11U·•J 

i. S1ol111 JU, 11.1111 S, Y.in Si:11y 10:, lli:1m.1m l'I:. Sn¡1p1c,,111 
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ll. Rui1 Ull, Can.ijll Rl:, la)lor MI.. lmmunau1pp1c~\hc cf· 
ÍCCI ur hi\lllpl.Hmin i11 mitc l:ah\llac11. In: l'IOJ!lillll and 
alnuaCI\ of 1h1· 41h N~tiunal Con¡:1n\ of lmmu1111lot)' 
a11d llllcflllllOnal S}rn¡m\iu111 on l111111u11ohiulo&)' uf 111· 
fce1int1\ a0tl 1•.11a\Íh•' ll1'f,1\t\, Oa\lrpcc, Mhirn. 
198Ull 

12. Canlor 11, llO}\C EA. Rctul:a1i11n or cdlular anJ humoral 
immuur "'ililll\cs by T·\'.tll \t1hda\\t\ ColJ Sp1iug lla1• 
l10tSrn111Qu.1111 lli11! l1J77;"1::?l-J2 
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ADSTRACT. 

The course of humoral and ccllular responses wcrc followcd throughoul 

lnfcctlon In experimental hlstoplasmosls. A posslble modulatory role of 

lmmune sera and lgG lmmunoglobullns In the cell·mcdlatcd Inmune response 

devcloped durlng thc lnfccllon produced by the fungus lllstoplasma capsu· 

~ was also studled. The results demonstratcd: a) That therc was a 

cycllc dlstrlbutlon of cellular and hunMJral lmmunc responses In lnfcctcd 

mlce; b) That the passlve transfer of antl·Hlstoplasma antlbodles abrogatcd 

the survlval of mlce sublethally lnfected,when the sera were transfcrred 

3 hrs prior to lnfectlon; e) That the transfer of lnwnune sera and purlfled 

lgG modlfled the lnunune responses In the anlmals depcndlng upan the time 

of transfer,and d) That the lgG appears to abrogate the delayed·type response 

more efflclently whcn transferred 10 days after infcctlon. The 

results obtalned from thls experimental model suggest that antlbody may 

play a modulatlng role In ccll·medlatcd responses In hlstoplasmosis. 



l llTRODUCTI ON. 

lllstoplasmosls Is a fungal dlsease pfoduÚd by lllstop.lasma capsulatum 

whlch Induces a typlcal lntracellular h~~~~pa(a~lte ·r~l~;lons~lp. lt 

shares wlth other lntracellular mlmor~~~i~~¿,tl;ech~r~cté/1stl'c that the 

pathogenlc mechanlsm 

durlng the lnfoctlon 

by whlch the etlol~~1éaJ~~l~~¿i~s''tlssue 
1 s unknown (1-3·),' ; ' :•.': ._: '. ¡>:.~.>' .. ' '"' 

Throughout thc 11 lncss, thc ln111unc response Is charac· 

lt:r 1 zcd by thc lncfflclcncy of thc hosl In duveloplng an 

dama ge 

optlmal ro•ponsc; . somctlmcs thls clrcumstancc Is manl fcstcd by hyper· 

rcactlvlty of thc ccl 1 mcdlatcd response co1hnltted wlth the pathology of 

thc lnfcctlous 11rocess (3). Conscquently, an adequate modulatlon of the 

l11unune mcchonlsms lmpl lcntes lts cfflclcncy In thc outco111c of thc dlseasc. 

ll Is acccpted lhat rcgulatory functlons of thc l11u11unc systcm lnvolvc 

dlffcrent mcchanisms of lhc lmmune response. Among thc dlvcrslty of the 

lmmunorcgulatory mechanlsms, h_umoral cffectors havc a speclal lntercst due 

to the critica! role that antlbodlcs could play on thc rcgulatlon of the 

humoral and ccllular lmmunc responses. Today lt Is assumcd that anti-

ldlotyplc antlbodles suppress delayed·type hypersensltlvlty (OTH) to haptens 

l lke p-azobenzcnearsonate (11), phosphoryl chal !ne (5), ele. llm,ever, 11 ttle 

consldcratlon has bcen glven to the speclflc antlbody as a regulatory. 

component, although lts lnflucncc on antlbody productlon vla a feedback 

mcc)lanlsm ~ias dcscrlbed many years ago (6-7). Thc role of speclflc anti· 

bodles on the lntracellular lnfectlon Is contradlctory, thelr partlclpatlon 



on i11111une damage has been proposed in some illnesses (3) and their useful­

ness as a diagnostic and pronostic tool has been discussed. 

Sorne evldence points to anlibodies as regulatory elements in infectious 

processes (6-11), furthennorc auto-anti-idiotypic antibodies havc bcen 

shown to inhibft delay9d-type hypersensltivlty to purificd protein derlvatives 

(PPD) ln BCG infected mi ce (11). 

! Oifferent observatlons .support the role of the antibody as a regulatory 

component over cellular mediated i11Vt1unity in histoplasmosis: first, the 

relationship between hlgh antibody titers and low cellular response which 

concurs with a critica! outcome of the disease (1-3); second, the inhibltion 

ar lymphocyte transformation induced by the antigen histoplasmin in the 

presence of anti-Htstoplasma antibodies (12); and third, the inverse 

: correlation between cellular and humoral response during the course of 

experimental hlstoplasmosis (13). 

l!owever, evidence is circumstantial and more studies are necessary to 

support the regulatory role of antibodles on cellular response in models of 

intracellu1ar infections. lle examined the development of the cellular and 

humoral response using a murine flistoplasma infection model in attempts to 

elucidate the influence of antibodies on the cellular inmune response 

triggered by this infection. 

MATEH 1 ALS MIO HETltOOS. 

Microo.rn2!!~!'!.· U· ~~!!.:t.!!~ strain 5037 teste<l for ils virulcncc was 

9rot111 in yeust-phase cells at :JJ"C in brain heart infusion broth (Blll) 



(Bloxon, Héxlco) supplemented wl th 1% glucose and 0.1% L-cystelne. Hycobacterlum 

tuberculosis H37 Rv was used as control and malntalned In ·Lawensteln-Jensen 

medlum and PBV (Proskauer, Beck, Youmans) In order to obtaln blomass. 

~· Young (1 month) and adult (~.5 month) lnbred BALB/c ma1e mlce 

were used and malntalned In our laboratory wlth animal facilities. Hice were 

orfglnally separated by agc and glven ;nouse chow (Purlna de México, S.A. de 

c.v.) and water~ llbltum, 

ltlstoplasma ~· The fungus was grown In supplcmentcd 8111 far three 

days and harvested by centrlfugatlon at )00 x g far )O minutes. Organlsms 

werc then lnoculated lnto a synthctlc medlum (1~) for 211 hours. They were 

harvested aga In and suspended 1 n a ba I anced sa 11 ne solut 1 on (BSS) at the 

deslrcd concentratlon, Ali Inocula were testcd far vlablllty and converslan 

to myccl lal phase at 26°C on Blil agar slants, 

Hlstoplasma lnfectlon, Yeast cells contalned In one mi of BSS were 

lnoculated lntraperltoneally lnto mlce. A sublethal dose far young 

(),J6 X 107 cells/ml) and far adult (1.99 X 106 cells/ml) mlce was used 

throughout the study as determlned In a prevlous experlment (15), Another 

group of anlmals was processed In thc same manner In arder to obtaln only 

ant 1 sera. 

Hycobacterlum antlsera. Hycob,1cturlum tuborculosls was harvested 

by contrlfugatlon of a PBY culture, suspended In BSS at a sublcthal dose far 

adult malc BALB/c mlce (2.)~ x 107 bacteria/mi), and lnoculated lntraperl-

toneally lnto mlce,scra werc separated and pooled far purlflcatlon procedures. 



Hlstoplasma and. Hycobacterlum lmmune sera purlflcatlon. Blood was 

collected from anlmals 30 days after lnfectlon. Globullns were obtalned 

at ~·e by ammonlum sulfate preclpltatlon at 33% saturatlon, plt 6.8. The 

preclpltated globulln~ were centrlfuged at 2500 x g, redlssolvcd In 

dlstllled water and dlalyzed agalnst phosphate buffered sallne (PBS) 

pH 7.2 (16), Globullns from control mice were fractlonated by the same 

method, Protelns concentratlon were determlned accordlng to Lowry !!.·.!!.· 
(17), 

lgG purl fl cat Ion, lnvnunoglobulln G from mi ce 1 nfected wl th ~­

plasma was purlfled by afflnlty chromatography as descrlbed by Gouds'waard 

!!_.!!_.(18), Flve mllllllters of sera were passed through a colum (1 x 6 

cm) of proteln A sepharose CL-48 (Sigma Fine Chemlcal), Non·attached 

proteins were ellmlnated by washlng the column wlth phosphate buffered 

sallne (POS) O.Oltl pH 7,2 untll the optlcal denslty was 0.02 at 280 nm. 

Bound lgG was eluted wlth 5 mi of 1.5 H a11M11onlum thlocyanate pH 6,5, 

They were dlalyzed agalnst POS extenslvely and stored at ·20'C. 

Antlbody·deten~lnatlon, The antlbody tlters for passlve scrum 

transfcr of antl-tllstoplasma, antl·Hycobacterlum Inmune sera and lllstoplas­

~ lgG were determlned by ELISA rnethod (19) uslng mouse antl·garr.11aglobulln 

and antl-lgG alkallne µhosphatase conjugate(Sigma). Thls methorl has been 

srnndarlzed In our laboratory uslng hlstoplasnrln antl¡¡en, ata conccntru­

tlon of 100 llfl ol' proteln for cJch wcll of polystlrcnc ¡>lates, and u~lng 

PPD '" Mycobaclerlum ilntl¡¡cn at 200 119 of proteln far coated plotcs, 
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Passlve serum transfer. Hlstoplasma lnvnune sera, Hycobacterlum lnvnune 

sera, purlf 1 ed HI stop l asma 1 gG or norma 1 sera, were 1 njccted subcutaneous 1 y 

(JOO µg of proteln/0.J mi), 3 hrs prior to, or, 10 days after Histoplasma 

1nfect1 on, The specl f 1 el ty of sera was tested by ELI SA. 

Correlatlon betwecn cellular and humoral lnvnunc response throughout 

lnfectlon. A total of 120 mlce for each experimental grouo were used, 

uslng 5 anlmals for each polnt. Groups of mlce aged onc or 4.5 months 

wcrc tcsted at dlfferent times, lnfectlon wlth a sublethal dose of 

Hlstoplasma ycast cclls for each age group was carrled out as descrlbed nbove. 

Cellular and humoral responses were monltorcd every 8 days. 

Cellular response was mcasured by delayed·type hypersensltlvlty (OTH), 

expresscd by thc footpad swel llng test as dcscrlbed prevlously (20, 21) 

uslng hlstoplasmln (JO µg proteln/0.05 mi) from a single lot, readlng the 

test 2t1 hrs after anti gen chal lenge. The humoral response was dctectcd by 

riassíve hemagglutlnatlon assay (22) uslng shcep erythrocytes (SRBC) coatcd 

wlth hlstoplasmln at 1 mg proteln/ml (23). The tlter recorded Is the 

hlohcst di lution of antlserum In whlch agglutlnatlon was dernonstrated, Two ex­

pedment per age group were anallzed by statlstlcal mcthods and In a thlrd 

exrierlment, cellular response was also checked by macrorihagc lnhlbltlon 

factor (H l F) produc t 1 on and the humor a 1 response was con r 1 rmed by the 

ELIS/\ rnothod. 

P<l'St;fve ~crum transfcr vcrsu5 pcrcent survlvnl ant.J ccl lulnr response· 

lo lllstoplasma lnfectlon. Two typcs of cxpcrlmcnts wcre pcrformcd each 
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In dupllcate. lnltlally, only normal and Hlstoplasma lmmune sera were 

transferred and the percent survlval was determlned. A total of 62 mlce 

were used In the flrst serles of experlments. A second serles of experl­

rnents lncluded normal sera, Hlstoplasma and Hycobacterlum lmmune sera and 

the purl fled antl-Hlstoplasma lgG fractlons. Ten anlmals were used fer 

each group. The percent survlval and DTH reactlvl ty were determlned dver 

JO-~O days throughout the experlments. Anima Is deaths were checked by organ 

culture for the fungus. 

Organ cultures. Spleen, lung and llver from lnfected dead mlce were 

homogenlzed In 8SS supplemented wlth 50 µg/ml of gentamlcln. Homogenates 

were lnoculated In dupl !cate onto Sabouraud agar wl th antlblotlcs (Hyco­

blotlc Bloxon de Héxlco) and BIH-agar al 26-28ºt. 

Statlstlcal analysls. Statlstlcal studles were performed uslng 

Student' s t test (211). 

RESUL TS. 

Correlatlon betwcen cellular and humoral lmmune response throughout 

1 nfect Ion. loung anil adult rnice wlth sublethal infoctlon, 

were monitored for thelr cellular and humoral responses every 8 days ovcr 

a 3 months perlad. Ooth responses are plotted together to cstabllsh a 

comparlson br.twecn tite lmmune manlfestatlons throughout thc lnfectlon. 

Figuro 1 nncl 2 lllustratr. the rcsults for the two ngc gruups uscd. Thc 



results exhlblt a cycllc dlstrlbutlon wlth a dlsplacement between each 

lnvnune response. A speclal characterlstlc that can be obscrved Is the 

decrease of the cellular response measured by the footpad swel llng tests, 

whlch apparently precedes the lncrease of antlbody tlters detected by 

henvnagglutlnatlon. For young mlce (Flg. 1) there was a depresslon In cell 

medlated responses at two polnts, ddys· 40 and 88. llhlle the humoral res-

ponse lncreased at days )2, 80 and 88. lllth the adult mlce (Flg. 2), the 

cellular response decreased at 24, 64 and 88 days respectlvely, whi le antl 

bodles lncreased at )2 and 72 days. HIF and ELISA showed slml lar results 

to the prevlous tests. 

Antlbody determlnatlon. Antlbodles to Hlstoplasma or Hycobacterlum 

were detected by the ELISA method for ali experlments of passlve transfer. 

Uslng hlstoplasmln as antlgen, a whole antl-Hlstoplasma sera gave a tlter 

of 1:1280; the anvnonlwn sulfate preclpltated antl-ltlstoplasma gammaglobulln 

showed a tlter of 1:6110 and the purlfled antl-ltlstopl~ lgG 1:160, For 

ant 1-Hycobacter l um s~ra, PPD was u sed as an ant 1 gen and the ~nvnonl um . 
sulfate prcclpltated antl-Hycobactcrlum sera hada tltcr of 1:2560, Normal 

sera were always negativa to hlstoplasmln and PPD antlgcns. 

Passlve serum transfer versus percent survlval to Hlstoplasma lnfectlon, 

Figure 3 lllustrates a drastlc abrogatlon of survlval (10%) of adult mlce, 

when antl-ltlstoplasma antlbodles were transferred ) hrs prior to lnfectlon, 

but antlbody transferred 10 days postlnfectlon dld not modlfy the survlval 

of the Infectad anlmals (100%). Seventy percent survlval was observed In 

the lnfec'tlon controls wl thout serum transfer: Normal sera dld not lnterfere 



wlth the outcome of the dlsease, slnce a 66.6% survlval was dctected whcn 

lt was transfcrred 3 hrs prior to lnfectlon. 

Passlve serum transfer versus cellular response to Hlstoplasma 

lnfectlon. Slx groups of anlmals were used In each experlment. One was 

performed wlth transfer 3 hrs prior to ·lnfectlon and another 10 days after 

lnfectlon. Hice whlch recelved sera 3 hrs before lnfectlon developed a 

lower delayed-type hypersensltlvlty (OTH) (Flg. ~). The lowcst levels of 

Dlll were detected at 16 and 2~ days post lnfectlon (p<0.02) In the groups 

whlch recelv~d normal serum or antl·l!lstoplasmJ purlfled l9G (p<0.001 

and p<0.05). Anlmals whlch recelved sera 3 hrs prior to lnfectlon developed 

the typlcal slgns of disease such as lrrltablllty and welght loss, and 

followcd the usual course of lnfectlon. Howcver, anlmals whlch recelved 

adoptlve transfor 10 days post lnfcctlon (Flg. 5) dcveloped a less severe 

course of dlseasc and thc DTll response was only abrogated by antl-lllstoplasma 

lgG (p<0.001) at 16 and 211 days when compared wlth the nontransferred In· 

fectlon control group. In "'11 repeated experimental serles, anti-

ltlstoplasma antlbody determlnatlon was pcrformed at the samc time as thc footpad 

test. Results In the DTH response wcre sl1nl lar, whl le antlbodles to 

ltlstóplasma were detected at hlgh lcvels only In the groups of anlmals 

whlch recclved spccl flc transfer. 

Organs cultures. Table 1 shows the lsolatlon of the fungus, partlcularly 
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from the spleens of lnfected mlce whlch were transferred wlth lmmune sera • 

.!!· capsulatum was lsolated at days 15, 2~ and 32 from a11 groups of 

transferred and lnfected mlce, except at day 8 when the transfer of lmmune 

sera was made 3 hrs prior to lnfectlon. 

DISCUSSION. 

Lltcrature conccrnlng thc relatlonshlp between antlbody and ce11 medlatcd 

response In hlstoplasmosls Is contraverslal. Serum causes speclflc suppr.i:, 

sslon In' active human hlstoplas111osls, slnce responses to. mltogen and other 

fungal antlgens were unaffected (25). Sera of patlents wlth hlstoplasmosls 

suppressed 1yrnphocytc transforrnatlon (LT) of healthy hlstoplasmln-posltlve 

reactors, 1·1hlle sera of healthy hlstoplasmln reactive persons lncreased 

hlstoplasmln responses of patlents (12, 2f,), Sorne authors have suggested 

that ant l bod 1 es may l ncrease or decrease LT responses depend 1 ng on the 

rat lo of ant l gen to ant 1 body (27). 

The llttle evldenccs concernlng a deflnlte role far antlbodles In the 

proccss of IHstoplasrna lnfectlon adds to the concept of lts dlmlnlshed 

lmportance In the defense agalnst thls dlsease, prornptlng us to lnvestlgate 

thc probable functlon of these rnolecules In the course and the outcorne of thls 

lntracellular lllness. 

Uslng an experimental rnurlne model of hlstoplasmosls, In whlch dlsease 

Is characterlzed by the typlca1 slgns of the lnfectlon In mlce and the 

hohtlon of fungus from the tlssue, our results support the posslble 
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partlclpatlon of antlbodles In the l111nune modulatlon mechanlsms of the 

ce11 medlated response, The flrst serles of assays demonstrate a corre-

1atlon be.tween ce11u1ar and humoral respo~ses durlng the lnfectlous pr~ 

cess In young and adult mlce, and provlde evldence far a cycllc dlstrl-

butlon In both Inmune responses wlth a speclal characterlstlc of dlspla-

cement between them (Flg. 1 & 2). These clrcumstances, whereby the In-

crease of one response precedes the decrcase of another response• suggests 

the exlstence of a modulatlon mechanlsm. Furthermorc, In sorne experlments 

a good correlatlon arnong hemagglutlnatlon and ELISA tlters was detected, 

Uslng the HIF mcthod to test the cel1u1ar response, wc also obscrved thc 

s ame phenomcnon. 

1 t l s lmportant to note that these re su lts are on 1 y observcd wl th a 

sub1etha1 lnfoctlon, becausc In othcr clrcumstances (sevcre acutc phase) 

the drastlc rcsolutlon of the lllness abbrevlates the anlmals survlval." 

1 n arder to dcterml ne 1 f sera were capab le of changlng the ce 11u1 ar defense, 

passlve serum transfer was performed. The next serles of experlmcnts 

suggest an lnterforence of anLlbodles In the efflclency of the ccllular 

dcfense mechanlsm and delaycd type response (DTll) In hlstoplasmosls. 

The effcct of antl-ltlstoplasma antlbodles depends on the time of tr.1ns-

ference In accordance wlth the mcunent of lnfectlon. In animals, che 

dlsease has il drastic outcome if antf .. Hlstoplílsma anLibodlcs are injc:cted 

3 hrs prior Lo lnf1.:ctlon, ho\'1cvcr, ff Llit: lransfcrcncc occurs 10 d¡1ys 

aftur infl!ctlon llicre l:i no lnflucnce in llw pcrccnt survlval of thc ln­

foctcil ;inl1;1.1ls (ílg. )). IL Is posslblú th.u thc licl111vlor of ca.:.11 gruup 

of tr,rnsícrrcd mlcc l11volvcd dJffcrcnl mt:drnnlsms. 'íhc ~l!rum tr<1nsfcr lll 



3 hrs prior lnfcctlon, could lnterferc wlth the afferent phase of the 

llMlune reactlon and the macrophage e.Quid be the target cell for the 

'~ 

sera effect. Two clrcumstances support thls Idea: flrst, sera altered 

the efflclency of the defense by modlfylng the lnductlon of the lmmune 

response, and one would expect that the macrophage Is blocked to 

resolve thc lnfcctlon¡ the second clrcumstance, Is compatible wlth the 

lgG effect observed along ali our experlments (Flg. 4 t 5). Considerlng 

that macrophages have Fe receptor (Fe RI or Fe Rll) for thls lmmuno­

globul In class (28), 1 t Is posslble that the phagocytlc efflclency 

could be altered by lgG. Also, lt Is posslble that lmmunoglobulln 

contrlbutes to trlgger any klnd of suppressor cells such as macrophage­

llke cells and T suppressor cells, whlch have been descrlbed as medlatlng 

suppressor actlvlty In hlstoplasmosls and other lntracellular lnfectlons 

(29-32), although lt Is not 11ery clcar, how antlbodles would act In 

thesc el rcumstanccs. 

The capabll lty to develop a complete and functlonal protectlve 

ccllular response by sublcthally lnfected anlmals was abrogated only by 

the l1M1une sera transfer 3 hrs prior lnfectlon In al 1 experlments. 

However, we could dctect sorne varlatlons. In the particular manlfestatlon 

of cellular response, thc delayed·type hypersensltivlty. 

By checklng thls phcnomenon we observed that the serum transfer 

3 hrs prior lnfectlon (Flg. 4) dld not descrlmlnate the lnterference 

effect on OTtl among al 1 groups studled, although anti ·Hlstoplasma lgG 

and normal sera have the most critica! effect. The posslble explanatlon 



for thls observatlon could be a generallzed effect by non speclflc 

mechanlsms on the DTH expresslon. 

In vlew that normal sera dld not induce a hlgh fatallty, normal lgG's 

were not used. 

The faét that only the Hlstoplasma lgG was capable of produclng a 

cr 1t1 cal decrease of DTH response ,observed when sera were 1 njected 1 O 

\ days af ter 1 nfect Ion ( FI g. 5), plus the observa e Ion that who le ant l • 

Hlstoplasma serum dld not abrogate the survlval af lnfected anlmals 

when transferred 10 days after the lnfectlon chal lenge, permlts us to 

postulate that di fferent mechanlsms cauld be lnvolved depcndlng on the 

time of sera transfer. Thls also supports the passlblllty that speclflc 

lgG 'ould be the responslble af the effcct In mlce survlval when 

transferred wlth lmmune sera 3 hrs prior lnfectlon. 

The exact effect of lmmunoglobulln Is not clear, lt cauld lnterfere 

wlth the macrophages e 1 ther 1 n the process 1 ng ant 1 gen phase or by a 1 ter lng 

the efflclency of the phagocytlc process, also they could stlmulate 

suppressor cel Is, by the FcR receptor (33). The lmportance of lgG as a 

regulatory molecule Is assumed by the supprcsslve eHect of l9G2 anti· 

ldiotyplc antlbody detected in other systems {34). 

Human lnmunoglobulln In hlstoplasmosls has been studled by many 

authors, tox has observed that the serum level of lgG, lgA and lgE are 

lncreased In hlstoplasmosls (25, 35, 36). Wlth the exception of lgA, 

the other two lmmunoglobullns have been related to the level expresslon 
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of ce 11 med 1 ated 1 nvnune response, l gG2 has been comml t ted wl th the 

delayed·type hypersensltlvlty abrogatlon In a system carrlerchapten, 

where the DTtl response to carr 1 er BGG (bov 1 ne gammag lobu11 n) has been 

lnhlblted by lgG2 subclass antlbodles to the hapten (34). In a re1ated 

fungal dlsease, coccldloldomycosls, an lgG medlated T cc11 suppresslon 

was observed (37), 

The role of speclflc antlbodles In lntracellular lnfectlons Is a 

very lnterestlng P.roblem. For example lt would appear that an antlbody, 

when present befare Coxlella ~ lnfectlon accelerates the lnltlal 

lntcractlons of thc lndUctlve phase of the ccl lular ln>nune response (38), 

howevcr lt Is dlfflcult to characterlze the cxact effect of antlbodles In 

these e 1 rcumstances. 

Regulatory mechanlsms have many varlatlons In thclr spetlflclty, one 

of the most lnterestlng aspects lnvolves lnimune complcx and antl-ldlotyplc 

antlbodles. lt Is posslble that spetlflc antlbodles or sorne lmmunoglobullns 

produced durlng the lnfectlous process act llke antl-ldlotyplc antlbodlcs 

(39), They could react wlth antlgen receptors presc~t on the lymphocytcs 

membrane, whlch share analogous epltopes wlth the ldlotypcs, therefore 

antl·ldlotype antlbodles could havc anti-receptor actlvlty (110), lt Is 

posslble also that üllll;1cn·antlbody complex are efflclent 10 Induce .1ntl· 

ldfotypc :.intlbodfes und sonh! reports suggest thnt they ~ictlvntt! s11pp1c:;~ur cu1ls 

(11). ltllll clrcul,1ting l11u11unc complexcs havc becn tlt:scrlbed In hiSLopli:1~.n1osl!. 

(111). \fo wuuld llki: to check these posslbllltles In the futuro. 
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lle know that ant lbodles are not the only serum factors that could 

lnterfere wlth the cellular response, non speclflc factors and non lnvnun~ 

globulln factors have also been reported (~2, li)), perhaps explalnlng why 

we observed the lnfluence of normal sera on the abrogatlon of DTH. How· 

ever, there 15 an abundance of evfdence whlch strongly support the 

regulatory functlon of antlbody molecules, elther by mechanlsms whlch 

lnvolve speclflcity or by cross reactlvlty. 

1 

! 
t 
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_:!: SO· Standard Oc vi at Ion, 
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F 1 CURE 2. CORRELAT ION BETllEEN CELLULAll ANO HUHORAL 1 HHUNE RESPONSE 1 N 
ADULTS HICE DURING THE ltlstoplasma INFECTION. Footpad swelllng test 
vs hemagglutlnatlon. Syngenelc male BALB/c mlce were used. Ali experl 
mental conditlons and s.ymbols are the same as figure l. -
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FIGURE 3. PERCENT SURVIVAL OF HALE ADULT BALO/e HICE INFECTED lllTH 
llistoplasma capsulatu111 At/D TRANSFERRED PASSIVELY WITll ANTl-ttlstoplas111a 
SERA. Hice were lnfccted intraperl tonca! !y 1<lth a sulllethal dose 
(l.9 x 10

6 
ycast cells/ml) of a low vlrulent straln of llistoplasma 

cJpsulatum N2 5037, Passlve serum transfcr >ias done subcutaneously 
with 0.3 nil of normal or antl-Histopldsma serum, contafning high antf­
body titers detected Lly ELJSA. ¡;;;;: Anti·Hfstoplasma serum. §] Normal 
scrum; O Control of infectlon wirh no tía~ 
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FIGURE ~. OELAYEO TYPE llYPERSEUS 1T1V1 TY 1 N H 1 CE TRAllSFERR[O 
lllTH IHHUNE SERA 3 HRS PRIOR TO INFECTIOll. Adult BALB/c mlce lntrapurl 
toneally lnfectud wlth .!!· capsulatu111 (1.99 x 10 8 yeast cel ls/1111) receiv.cd 
di fferent sera befare lnfcction. DTll response was performed by footpad 
swclllng test nnd the values wcre corrected by the valuc obtained wlth 
sallne solution controls. tllstoplasmin at 30 µg proteln/0,0~ mi was 
used as anllgen challcngc, Translcrred groups fornicd wcrc: G-1 control 
wlthout transfcr, G-2 antl-lllstoplasma serum¡ G-3 Normal serurn: G-4 Am112 
nlum sulfate preclplted antl-Hlstoplasma serurn¡ G-5 Amrnonlum sultate 
preclpltatcd antl-Hycobacterlum serum; G-6 Purlflcd antl-Hlstoplasma lgG, 
~ Thc per~pecllve projectlon reprcsents the standard devlatlon; 
(¡¡J lnfccted mlce¡ O non Infectad mlce. 
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FIGURE 5. DELAYED TYPE llYPERSENSITIVITY IN HICE TRANSFERRED 
lllTll IHHUNE SERA 10 DAYS AFTER INfECTION. Adule BALO/e mice intraperi­
toneaily infectcd wlth 11. capsulatum (1.99 x 108 yeast cells/mi) received 
diffcrnnt sera aftcr inTection. DHI response was performed by footpad 
swelilng test and the values werc correctcd by thc value obtained w1th 
sal inc solution control s. llistoplasmin at JO 119 protein/0.05 ml was 
uscd as antlgcn ~hiillco9c. lrnnsfer gro"ps wcre thc sanie as figure~. 
IZ.I infectcd mlCl!; O non infcctcd mice, 



TABLE 1. Hi stop lasma cap su 1 atum 1 SOLATED FHOM SPLEEN OF INFECTEO AND SERUH TRANSFERRED BALB/c MI CE. 

SERUM 
TRANSFER TIME 

3 HRS PRIOR 1 O OAYS AFTER 
TRAllSFER 1 NFECT ION INFECTION 

post lnfection days post lnfectlon days 

8 16 2~ 16 24 32 

Non transfer + + + + + + + + 
control 

Ant i·Hi stopl a~ + + .. + + + + + + + 
serum 

Normal serum + + ... + + + - + + + 
Antl·Histoplasma + + ++ + + + + + + 
ammon i um su 1 fa te 
preclpl tated 
serum 

Ant l ·Mycobacte r 1 um + + + + + + + + 
ammonium sulfate 
preclpl tated serum 

Anti·Hlstoplasma + + ++ + + ++ + + 
lgG 

Non lnfected control 

Spleen cell homogenates In BSS wlth antlblotlcs were lnoculated In ~HI agar supplemented wlth 
50 µg/ml et gentamicln, 0.1% of L·cystelne and I; of glucose, 

... .... 
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INl\'lUNorrnEGULACION DE INFECCIONES 
INTHACELULAHES: PAPEL DE LOS ANTICUEHPOS 

EN LOS MODELOS TUIHmCULOSIS E JJISTOl'LASMOSIS 

ORES TAYl.Oll M.\HIA, LIJCIA." MUJA l.t111fl Jff.Hl.INUA,• nuu10 ~IONíl.\'l.IUJL: l ICJHA.CIU .. 
VACA Cil\ftll,\ 01.1\'IA". Rni:s MOtHt~ M. Rocm•. VU.l.AI llA CAi.OCA .IAIMt•• 

CllUl Clt.\\'íZ ANDR[S .. , ClllSTJ.RNA Acit11rrn1; JUAN MANUEL .. 

________ Sl.IMMAHV ____ _ 

E\·IJtnc1:i5 c-pciimcn1alcs y J1ícre111r, oh~.:r\•acionri. cllmca• 
11¡1oi11n el JlJpd r.:~u1aJor tlc loi. Jt111cucq1m en la rc,rmcua 
cdul;1r dr cicllJs inlrcrnmc• m1rJu:lnl;uc~. J:n C\lc 1rahJJIHC 
rd.u·i11111111 ~· d1SLUl('n los rc\ullJJus in1daksoh1cniJuscn nucs· 
um ueuditn ~·011 el m~llldo 1uhcu:ultuu e hbtuplasmo)u, c¡uc 
p~rmucn con1c111plar 1111 cfn·10 i11mu110111uJuta<lor Je loi; anll· 

. cuerpos en l.u 111fcccionu tit;idai, 

Al ser critica ltt rei.pue~l:t de defen~a en la i.obrevida y 
\•iyilanci3 de un hu~~pcd np10 ci. tte esperarse ')UC' :i.e 
encuentre supcdirnda n difc!rc:nlts mecanirn1m de recula· 
ción, mhmn:i ljUC t.letermin:u,\n la intcmidouJ, eficacia y 
durnción de la r.:-acción innmnolól!ica, (jUt ei.1á bajo el 
conirol de t.lifrrc111e5 proceun, 11\l!unus de: i:lltn inherente~ 
n la propia re,pucua inmune)' olrn'i que derivan de pro· 
ccsos lhioló~icu:i. de lntlolc: no i111111111ulógico pero c¡uc, 
siñ emh.1rgo,e1ercc11 su dccto en la 111:111ife:i.tm:i611 tic la 
defeni.a. Enlrc l11i. mec.111iunm p1vpiui.o nudelarc11cc1ón 
inmunológica que: son cap.ice~ di! iucidir sobre 13 regulí1• 
ción inmune, se tlcs1ucan en panicular los eulii.rndus en el 
cuntlro l. 

C:ula uno de esltl\ 111cc:1nismos es ohjccu Je es1uJio de 
d1stillllU ~rnpos lle i1wci.1ip.1d,\n. En lo\ (1himo~ni\os )C 
lrn \'hlo un 1!r,111 íl\'01ncc en el conoc11nicn1u de las ln1crnc· 
cionc\ ~clulare), la prolluc..:ión tic íac101cs i:t:lularu )'sus 
dec1t1~ :i.obre J;1 reguli1ri1~11 de la 1c:i.puo1a inmune; sin 
cmhJrgo, pcnhtcn cspaci1n; vndu\ en el cnh:n1li111icn1u y 
~i:cucncii1 lle muchm eventos inv1Jl11crndo~ en c~le fcn6· 
meno, C\pci.::i;ihncnte la rcl!ulai:1ón tic In rc:i.pucs1a celular 
qth: i.c c111.:u~·11l1íl en una c1up.1111uy í111.;ipii:n1c 1li:c~lmlio y 
es mlllivndc prcoc1111.1ció11 llc n111chos ln\·c:i.11gadorci.,¡¡sl 

• fJ1po11111mo11" ,f, frof,1c/J l/i.11urM 1'1ri.l1o1.1 ''' MrJ11111<J (/N,OI. 
••/111/1111/11.V,111u1111/,1,. f1tfr11f1nl,i1lr1 Nrrp11Jreoriuf f/Nl.'HJ 

l'tu(fú•ftll 1;1111'r111/UrrQ •lt /mrlll~•U 'J" l"ltmt 11 ( /•U/C) 

------llf.SLIMF.N ___ ~--
Elpcrune111al e\'i1k11cc .1ml d1111~·.1l ob~ra•a1ion' \u¡1¡wm 1hc 
lt:~Ula1ory rule UÍ ,111(1\lllllln i111hc cdlt1IJr ft:SpClllSC of lt.UIUC 

inlrJl.'ClluJ.1r inftc1ii11a. 1111' ¡1.1¡1~11ric-.1u 1cl;11c11nJlli~cuu1!1c 
ini1iJI mulh oh1;1111nl 1•o1th 1wo 11i.11lch: 1t1heri:ulo)i1.111J 
hiuuplJ\ltlllm, "hkh 111111111101 thc po·nihle 
immuncmuJulation cllcCI of ;11uibud1u in lhe níorc 
mcniinn i11ícc1ions. 

como el poi.ihle efecto inmunorregulaJor de los 11n1ic11er• 
pos i:n moJdos i111rncclularcs. 

Es bie11 conu.:ida la p.tr11ci¡1ación de los nn1k11erpo1 
como moléculas de dcfcn..,a frcllle a upen1es c1111accs de 
inducir la rci.puei.1;1 inmune, sub1c IOLlo en i:nfcrmcdadcs· 
ex1rncclul;1rcs·, ~in c111ha1gu en paJcdmicnt(li iní~L'Cimos 
en donde el parii:i.i111 es in1rncclul;ir e\ muy disculido el 
p:1pel que tlc~cmpci\;111 c~lai. ¡11n1chrns ci.¡-.ccllicas, )'it (}\l.: 
ap:m:n1c111c111c nn p111purcimrn11 protci:ci611 y si pucdi:n 
pioducir dal'lo, co1110 o d ca:i.o de 1-.1~culi1is nccrosanlc 
oh:i.erv;ida en el fcnómeno dc l.ucio en lcpra.I 

Cu11d1ol 
M11c1111l1mus do rt1011laclón do 11 

ru1¡1uo11a lnnum1t 

PHOPIOS NO PllOPIOS 

lt\IH•~C"->~t ulul•••• M~doau..,.,. dm I• i11ll•mu16n 
hc1mo ft:Qula<klrn p1uluc.U01 MGJu1.1c16n poi •I •nll,¡1110 
~1hulllCllQ1wm.1m.lf•11"• 

furl(;10Rl•ll1<IJWt•Ll••f111C"ll• htlUIU IJi.• •u11ldnt .. 1l•p1•· 
f'O' • d1wo1.,;o.in•l• 1nl1"")n 1011, 

NJJ, 01•Lluoi.11,.;11 • .r1.1l,l••'l.I•• 
lle. 

f111u1111•11•111e~,,u11011u••~n Ouo1 
Ll• l•11l¡1ua11a1nmun• 



l.11 información ncumuladit en la li1crn111ra cicniilica 
sugiere CJUt: en p:1dccimicnlo) mfccC1t1llllS de c1i11logi;1 
baclcri:ma o fUni:ica y en C\l:ulm 11;1111h}t~1w-.1111nur:1lcs, 
los un1ic11c'r¡111s j11c1!.ll\ un papel mu} w11,011.1tllc en la 
rc¡:ulotcióndc la rc .. pt1t:\l,111111111111: u::l111Jr.1º' 

La fu11rit111 tic lus ;rnticutrpn\ rnruo molCrul.1!1 rq:u1a· 
dur;1s no C\ 110\ctl•ha. p1in1;:1palmcn1c !.I )U c~pci:1ro de 
acción c.1. !.uh re i:élul.1!. 11, pn1 In que dc\tlc 11u.n !.C c11nuda 
el ·rcn1.1>1ncno d..: inhihiLti'in tic furmaru'in 1lc ;1111icucrJ10'» 
por un mcc:i11h11111tic11:1rn.11imcn1;u.:ión.•·~ 

Truh;1jus rc.diwdo<t por llifc1cu1cs invci.tillíHlorc), 
muutrnn la inílm:m:iil de alft1llO\ f;i..:wrc~ i.t!ui.:1h )Obre 
manifc!.1;1cin11c~ ;,, r11111 de 1.1 fl."\(Hh,')lil iumunc 1fü·tli.1da 
por c~lulns (cmulru 111. l)c ~'lm e) i111p11rt,1111c 1c~;il1;11 la 
JllC'»CIU.:ia lle In'\ ;1111icuerpt1) no c11mpru1m·11<l1h diri:-i.:ta­
rncnlc con h1 1uoicrd1l11 1.kl huC,¡k:\I, 'urn pmihlc11urn1e 
con una ilcd611rcµ11la1l11rn.• 11 

Evhlcnci:i~ /11rillo111uc~tr;111 l.1 ¡ucsi:m:i;i de a111ic11cr· 
pos como inhibi1.hllc\ 1lc la •~·,pui:\lil celtrlar~·n 111uchi1~1k 
lran'»formatión Ma~widi: en mrnlcl11'i de 111h1:rculmis, 
i.llilis, hh1opla~1110~•~) h:pr;1 1u (1.·11ailro 111). 

l.a Jcmmlrncir'm de 11uc lt1s an1icui:qM.1\ ac1t1;111 mudilic;m· 
do 1u ft"pltc\lil i:clular 111m11111111hié11 hii \i1!n \cr'l.1l;1Ja en 
la li1crn1t1rn, en p.ir11rul:n pur la ;1eción tli: 1rn1icui.:rpos 
anli·idio1i¡10 11rnr1111\llC1Hl11 l.1 )t1p1c:~ió11 tic la reai.:ción 
cut Anca ;11h;1p1cno11·a1ofcnil.11\CUa10,11 ail '-Om11 al har· 
·1cm1 fo"lo1tkoli11;1. 1: 1'11r ulm ladn. "e informa la ~uprc· 
sión tic la rc·.puc'rn .:l11:inca ;dac;1rrcatlor ll·llnaglobuhn;i 
bovina pm ucci1.\11 de ;11uic11crpo :11111·h,11ue110 del 1i111> 
lcG,. 11 Sin cmh:ucn, 1:1 i11fmmación <.111h1c la 11ció1u.lc los 

Cu.uho 11 
faclruo• sóticos c.:ap11cu'° do •u1ulmir1uuuha. do 

lnmunidud colulnr in 1.1itro 

n • Glohuhnas 
JJ•Li11n1Hc.1Uinas 
Prolnln;1C1c;1c11va 
lntubidor qu1n1iot<1•1S 
o • íetu¡uotolna 
Com11lti¡o mniunu c11cul11n10 
Antlcuurpus c11u1ó•1cus 
AnllCUOljlOS (Ollll5 UCC1C1nos) 

Cundrolll 
Inhibición por 111Ucuorpo1 do pruolJu 

c11luhut11 l11 vitro 

Enlermcdnd 
Histop111smo1i1 

lepr• 
SIM11 
Tuberculolill 

fHA•r111>ht•"•t1•1.1h!'lna 
Ag•AtlloW•llJ 

P1uoba celular 
Tranil0Fma.:1ón con 
hi11oplai1111n¡¡ 
Translo1m11c1ón con fHA 
T1a11slot1nac1dn con FHA 
translo1111aci6n con Ao 

a111icurrpos inhihiemlom l'frola rcspUl'Slacdula11:l'l1crn· 
da pnr rnicrnllfl!anirnws ha )ido m;h c\C:1~.1. 

1\111kuc1pt1\ anti·.V.•rtm/1111rnnücritlm ;1 ralOl\C) cun 
mii.:cltHna 111llm:cn un aho111m1e111111lc la i111rnll..:r1111111 c:ii.:· 
ciú11 (IDlll ;1 anti1:c110~ de ,\'1•nl11/fa. 1• IJc\t:uh1in1ii:ntus 
rt:cirntc~ Jc11111~\lfólll'1llC fillUHC\ llllllll1li1a1h1\Wll llCG, 
fHrn.luccn anticui:1pm t:un ac11vid,1d tic a1111-id11111po 1111c 
\1U1 1-;1p;1cc~ de i11l11hir la rc .. 11ui: .. 1a celul.11 u! 111lll en 
prucha\tk 1cacri<'inru1;lnea.1 

La rclaclt~u t'nlre 1itulo 1lc anlicuc1pm (rt:)puc~lil hu· 
murnl) y re;1cti\'\tlad cclul.11 ht\puc,1.1 ..:dular) pcrmi1c 
C\1:1hk..:cr 11111.1ncn en la man1lc~li1C1úndcan1ha,1c'»p11c\· 
las 111111u11c~ que fund111111 ron111 ;111\11i.ir prun(i,1ico en 
Vilfill\ motldm de i11fct..ci11111:~ 1nic<'i11c.1\, n11L';11tl111~i), lc• 
pra, 111hc1cultn1<.1 y otra). bta 1claciún lla1l.1 11111 .11t11~ 
tilt1ll1\ ti..: ;1111ic11crpo )" h.11:1 rc:~p11c\l,1ccl11larcumnmdir;i· 
clor tic prn1u'ntii.:o malo; h;11m 1itulm tic ;1ntic11cr¡lt1 y 
IC\flUC)lil celular alta ind1e.11h1r 1lc prn111l~11cn h11c110, 
c111ht1lt1)'e un ;1ri:umenh1 111.h a f.1v11r tic l,1 m1cr.1cciún 
cnue ;1111h;1) rc,¡rnc,1.1' 111m1111c~ y el poiihle papel n1ud11· 

IJtlor de lm ;1111it:ucq1m en C\ta\ 111lfcc1u11c~. 
Con ha~c en c~llllliu) Jii,top.11o!i'1l!iCo"i, lilll111llÍl!ICo~ y 

p1ucha!i tic in1r.1dcr11111rrc.1ei:ión, 11\i comu ''11c1imi:11tu\ 
;,, rnw, tic llllO\Ílllluadún bl:i)IUitlc, iuhihit..•iún de 1.t 
mit:ración de l..:ucm:ilO\ y 1lctcrmi1111ciún lle 1i1ul11ll 1lc 
unticucqm,, "e h;1 lg11rallu Cll.ihleccr un c~pec1rudin1coc 
i11111unolilgii:u 1cl,1c1onandt1 l;1,dile1e ntcs Üt\i.!S tic la cnfcr• 
mctlad wn la inlcmid.ul de l.11c~puc,1a celular o humoral, 

tt:omt> l\1 tui.:ic:wn ltidlq y .lupling par:1 lcprn 11 )' l.cn1ini 
p.1 r .1tubc1culm1~. 1 • tJ11 C\pr:cl u1 si111il.11 ntl l1;1,idoc\ló1blc· 
citlo cn lil hill10pla,111mi,, \111 cmh11rgn, alguno~ n11101c\ 
cumi1lcran 11uc prr:,e111.1 fa\r:s \i.!l11e1;1111c" a la\ enfi:r111c1la· 
ele~ 11Jelllit11lad11\. J.a fia:ura 1 nlllC\tr,L.-Cll tlll (\ljllCl\111 

mudif1c.1t111có111oc~1.ln1clai.:iun.ul.1s l;1i. ti:\11ui:~1il\t..·e1 u lar 
y humnr,11 ;1 In lari:u di: prncr:rns 111fc..:do\o' imrn.:clula· 
rci., p;11licul.mn.:ntc rn f;1\Ci de mayor o menor rr:ai;:t1\·1d11tl 
cclular.' 1 

Figura 1. Rolnclón de la• h1101tle reac1lvided cululll un lilt 
enl11r111ad11dt1S mlfucolul.1rus con 111 ruspu1.11111 1nmunu. 

iM01.hflcatlo du Stitu1, O.P. •tal. lnmunolnol• Phie1 y 
Cllnlca, 4•. ndlclOn. Edllo1h1I El Manual Moduma. M1hl· 
to, D.F .. pAo. 636). 1083, 

33 



ln1cresados en estudiar el f cnónicnodc regulación de la 
rnpuc!'ol:i cclulnr mcdbdn pur a111icucrposcn i11fccciu11c!o 
in1raccl11larcs, pla111ca1110\ diícrrnlcs pro)'c:cto\cn modc· 
los de infccc16n donde prednn11na el mci:ani~mo 1lc Ji.:f en· 
u celular, corno !ion 1utmcul1aisc hi!iotoplasmmi!I.. fa1us 
proyccloi.dc invci.1i~aci611!oc1lc:sarrullJ1cin en el J)cp,1na· 
memo de l!color,la l luman,1llc:l:i1=llc11lt:11f llc ~lcJu:in:1 en 
coh1bornción c.on el lns1111110 N.1ci1111al lle í:nfcrmcd:11Jcs 
Hc!iopirnlorias (INEH) lProyec1n Tuhcrculosb). 

J.os lrnlia¡u!o dc!ioa1roll;ulus en 1uherrulo~i!oscl/c\·arona 
cabo con la !.Íguicn1c cs1r::i1cg1a; celulJs hnfoidcs 1.Jc ¡la· 
cic:ntcs reactivos, que como es sahillo prc1.cn1an alta rcS· 
pues la celular)' bajos 1ilulos de anlicuerpo,, se incub;uon 
12 horas con suero inmune de pacicn1cs 110 1c.ic1ivus 
(anfrgicos)contcniendo alto' 1i111lo!o de t1n1icuerpos. Pre· 
\fo a la u1imulaci6n con el an1ii;cno l'Jlll, la!. célul.t5 
fuero u law1das. para eliminación del c•cc~ud.: )Uero. falc 
1rn1an1ie111u pcrmi1i6 la inhibición 1Jc la rc\f1UC~li1 celular 
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Fluur• 2. Efocto dol suaro ln1r1una de paclen10 on!Srnlco 
tulmculo10 un la uansfor111aclón blas1oitJe do cl!lulas de 
enformos tuborculosos ruactivtis. 

· L.1c•lula11011rulncub1ton con 1uaro11ulólogo, norm•I 
y da pacl11n111 tuh11rculo10 andruico duranto 12 horu • 
37"C on 11mOsfor• d11 coi. Po¡,1t11icumanlt1 fu aron lav•· 
du y eatln1u\1ufR1 con el ontfounn PPD pravl1t usumdarl~ 
11cl611 d• I• do1i1 óplltn. d• 011lnrnlaclón pnru huluclr la 
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medida pnr la 1rn11sformad1'n h!.\s1h:a dclasc~lul;1)írcnt( 
n 111dosis6p1imil 1lc cs11mulación 1.=on el an1icc110 (50 Y IDO 
JJ!l dt"I t\g/JXIO• cclulas) prndu.:ícn1lo .i.sl u11.1 ilncrvi~ 
cclul:1r 1111·iJn1. fat;i inluhiciún 1lc la mpucs1a t.:dul.1r por 
l;1 mción del ~uern fucJc1ec1.ul.1 c11111hcrcul1isi~(ri¡:ura l). 

l\ir 111u 1 lado, l.1 !lo l·~h11.1\ de p.1cicnt(\ lh.l rc;u:1inis ( h.1ja 
rcspucHa t:rlulJr )' illl.1 rnncc1111;11.·1i'.111 tic ;111ticucrpus) ~e 
incubaron 6 ho1;1!o con :tllih úllltcn11.1done~ d.: anilucnu 
Pl'D. ()c\pué\ ale cl1111i11.ir Cílll l;H·adas s.ubsecucnlcs el 
exceso 1lc :1mii:;cnu, ~e 1e1ó 11Uc\'amcntc 11 l;1s dlulascon el 
l'PD11 dmis ale cstimulat:1611 p1c\·m1111:ntc es1:111da1iu1das, 
Ob\crv.lmlose que dicho 1ra1.unic:1110 resrnblccl.1 en J.u 
célu\;1!. la capacill.td paril rcsptintkr ;1lan1fgcnotni:ur:a 3), 

Los re!.uh;1dus tk eslus cr.pc1imcn1os sugkren c¡uc Jos 
cnmponcn1c!o cspedticm (;wllcucrpos) JllC!iocntcs en lo, 
sueros imnunc~ utilizado~. p;ir1ic1pan Je alnUn muducncl 
bloqueo ale l;is ctlul.ts depacic111e~ u:ac1iyo~ (fl¡:11ra 2) y 
pos.iblcnmuc sca11 lo5 elementos ilwolucrndos en Ja aner· 
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111nlform1&;ión blhtlc1(60ugy100 uo/ml d1prol•fn1 
ddl 1nlfgono), Al ml1mo llumpo so 1uoc1111ron dlul•• 
011imulad11 con el Ao y 1ln tra11miun10 con 1uoro, ado• 
mh do con11olu 1in Ao vconlrolbl conmll6ou11olfltA). 
La pruub• so mldi6 por lncorpuroci6111tn 1l1nldl1111t;ili11J1 
lc1111111 1011. Lo1 r11sullndo1 ro111111uu1nn un6 muullr• d• 
12 pacion1u1. 
fllA • fll11h1m1gh11lnln1 
Ag• Andgu11 • 
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~ia de p;icie111cs no reactivos, yn que se loi:.ra el "tfc\blu· 
,1ucu" de c~lulas fil \'ilfo por lrnMnucntu con el 
cumponenl.c al que los nmicucrpos tienen alta afinidi1d, o 
\Cil el 11111l1:cno(íii:ura J). 

Expcrime111os :u:111;1lcs csti\n c:nca111ina1!11s n In 1.fc:mos· 
tracitindel 1ipudc in1crncción cnlrc lasi::tluh1si11v.ulucrn· 
11115 y lm :uuicucrpus, en infecciones i1111acclularcs. 

1:n el mmlclo lliunpla\mo~u, Ta)'lor y col. ob1U\licrun 
rcrnl1;1dt>s que: sugieren que los an1ii::ucrp1H juegan un 
¡1mihlcpapcl lllOllul.1d1Jr en l.1 cxpre!i.1óndc hipcr!i.emihili~ 
tlild de 1ipn lo1r11it> en rn1oncs sem1hil11allu!i. .::1111 hi\lopl.1s· 
11111. 1:1 aruncniu en la hipcrscnsih1lid:ul tic 1ip11 li1rdlu fue 
1ncccdi1lo por una inhihkión en el 1i1ul11dc ;in1icucrpus. 11 

Rccicn1cmcnlc rc!i.t1hml11~ similarclt se obscr\'aron cu el 
¡irui.:cso inf ccciosu c1pe1 imcntal. lt:i1onc~ de l;.u:cpa \ingé· 
nic:1 llAl.ll/c (muchos 111.Jullus) fueron infcct:uloscun u11.1 
dmis sublt1al ele hi11opla~ma. 

l.a dc1ecció11 to1n10 Je larc!i.puola inmune celular como 
hu111oral,dc1111a1ró un;1 corrcl.1dón entre amha!t d111ante 
rlcur!i.ndi: la infección. l.a fi~1ua .. ilu~1ra un;i di~•ribudón 
cklil:a de i:slas respuestas en raioncs udultos, con la 
(ólfi1Clrrlstic;1 llc un dcsÍJsa111icn10 cn11e ellas. Se observa 
'lllC la di\minucióncn la rc~pue~la celular, aparcmc:nu:nle 
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F'iuur• l. Efecto' dol lrn1amrnn10 con dilas dosis Jo ontluu· 
no do cdlulas do pílchu11c1 1uborculosos 11ni:iru1co1. 

l 111 có1ulu do r1acl1ntu ~nd1gleos h1111011 tru1odu con 
•hu do1/1 ilu nntluonu 1200 U!J V llOO uu dd 1uo111h111 du 
1'1'0) an u1111 111uincuhol!ion huclal du1111uu & horn1 11 
J)IC Cllt c6n1a1• dll CO'. Otu1n11h dol luvado d11 l11s cdlu• 

precede al llUll\cnto cn 1hulos de ancicucrpos ovice\·crsa. 
Similares resultados íueron ohtenitlos en r.11onujó\'cncs, 
Po~1criormcntc, por uansfcrcncia pasivíl de an1icucrpos, 
se observó abalimiento c:n la sobri:vhla di: ra111ucs :1.duhus 
al ser trnmíi:rido~ con a111u:11crplls nnti·hbioplasma,' n lo 
que suyicre 11ue la rc!>puc\IJ mediada por cClulas fue 
dcprimiLIU pür la pmcnci.1 de loi ílnlicucr pn\ c:spccilico\. 
Aum111e lil mancrJ en que ;1c1U;rn lo~ .rn1ii:ui:rpos en la 
hi\luplaunmi\ no u hii:n conocillil, C!> ¡1nsiblc que la 
conccntr.ición de ello\ pucd,1ju¡;arun papel im11ur1:1111ecn 
1:1 ;icción y uprnión de la mpuc!>lil crelul.ir ,ltcpcmliendo 
de su interacción con el ;1111i¡:cno (i:u:11lrn l\'). lasituación 
6p1i111a csta1la 1cpcc.1cn1.Hla por un ni\cl iclc;1l de1iluto:t1h: 
nnlicuccpo~. los cu;1lcs no ufectnn el 1cconncimic1110 clcl 
antlgcnu por los linfocitos T y consccucn1cmen1c se milni· 
ficsia una inmuniJ,ul cclul.u ndccuada y eficiente (cuadro 
IV). 

01ro enfo1.¡ue en cuc cs111dill scrl.1 dc1crmin.1r el lipudc 
anticuerpo compromctiLIO i:n c:uc mcca111\lllU y rnmbifo 
CJfilctcri1 . .ir un pos1bl~ efecto anli·i1Jin1ipo m.111i(cs1.idu 
por los anticucrpos producidos durante el prui;c\O in(cc· 
cioso. í:n c:I IHC\Clllc ulcunns de nucmu:i pro)CCI05 lle 
in\lcstigación cs1án cni:<aminados al c:s1udioc..lc tilos plim· 
1camic:n1os, 
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101 Id ptocedlO • I• 111imul1ci6n fin•I con el 1nll111ito on 
dotll 6plime, rrnvidu1umda1l111cio11 un pnciuntu1 r••cll· 
1101, Slmoltj11n1mun1u au 01tunuhuon cúlulo1 con 60 y 
\00 uu 1tu p101oln1 do dnlluuno •m ul 1111111111ien1ll con 
L101i1 nli>wud11 dul rnltnm. esl cornoculula1un11u1d11c1a du 
untlnuno fe): 101101u1111do11upuuunton un.i n11uutu du 
6 11acrnnhn. 
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Cuaiho IV 
Posiblo acclOrl rooululou du¡urndit1nlt1do11 

' concon11nci6n do Pnlicuorpoi v 111 /n1orncci611 
con ol hnnoojlli5to¡il1um11J 

T11ulosdu Acción nusull•H.lo 
ilfll1CUCfPOS 

Allos. Enm11sc.er.mdcler· li11101rcmc1i11ld0tl 
1111nan1usi1n1íaenos cululJr 
tfol hooao hJculn· 
dolos i11Jccui.iblcs 
a la 1a:;¡1uus1a d4 
linlCICÍIOS 

ll111os No alccrnn al reco· lnm11nidad culular 
nodm1c111od<:lnn1/· reouJ.lltaadocuada· 
oeno 1•ur los hnfo· lnOllltt 
C1IOS 

f¡casoso no No l.!•1s10 ninguna JilJIUllUIJCflllldad 

int11liic16n por 11artu colul11r 
dulan11cuorpo 

1 '1 l ' 
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Fiqura 4. CorrelJclón omru 111 rospuosla inmuno cululoJr v 
humoral dumlllu l'.ll 111oc(lso lnfoccmso con IU.topl11n1a, 
la rns1rnoah'I colular fuu clu101111ln11t1• par l.:1 pruuba de 
hlnchttión dul cojinatci plillltur dol unlmul v 111 ru1puo1t• 
humood 11or 1ilulu1 htunoolutinnnh11. Set uliliuuon ••to· 
nu$ mnchoa 11dulto1 dtt I• cup,11in11•nlco llALD/c 0---o 
1uu clcm10 dul lncromoruu dul cujinu1u 11h111tnr t1111t11011u 
lnluctado1 n1111101 •I v1lo1 ohtunhto do 101 rnto11u1 nor• 
mnt111, LJan111to como tinllauuu ctu clo1ullo hi11oplaunl111 
f30 u{l/0.05 1111 do 1uo1t1h111l: o .... --·O JHlf c/111110 dul 
lncru11urn10 tlnl nro•or llul cuji1111t11 11/1111111 un r11<111u1 
lnlou111do• v dtullfl111lu1 can •ulYtlOn utl11it m1111u• \ll 
v11l11r ob1t111J1to 1111 rt11011u1 norm111u1¡ u---a lltulo1 oh• 
111ultlo1 1rnr luunnalulln11cl6n u1111iu1l.t por ul 111610110 d1 
g/111urnl1t11hldo, U. cunc11111ruc:ló11 du prcllufnfll p11ra ctl 
DlllllJUllD hllllfljllUllll!rll fUll dll 1 Jllg/ml, 
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