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1, RESUMEN,

La histoplasmosis,al presentar la caracteristica de parasitosis in-
tracelular preferencja] del sistema fagocitico mononuclear, origina Yesiones
granulomatosas tipicas y constituye un buen modelo para el estudio del meca-
n%smo inmune mediado por c&lulas.

En este trabajo se revisa el papel de la respuesta inmune en la his
toplasmosis a través de la interaccién linfocitos T-macréfagos, tanto en --
el humano como en modelos animales. Se establecen las bases actuales del co
nocimiento de 1a respuesta humoral y los posibles mecanismos de regulacidn -
inmune en esta enfermedad. Por Gltimo, se plantea un modelo tedrico de regu-
lacion de la respuesta celular mediada por anticuerpos y se reafirma ademas,

la relacion entre inmunidad y patogenia en este proceso infeccioso.

2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA HISTOPLASMOSIS.

Dentro de las infecciones por hongos, las sistémicas son las mas -
graves y de dificil diagndstico. Frecuentemente 1legan a producir la muerte
de los pacientes ya que los medicamentos que se emplean no siempre tienen -
la efectividad deseada ademds de que, en ocasiones, 1a terapéutica es tardia
pues se instala cuando el padecimiento ya se encuentra nuy diseminado.

La histoplasmosis es la micosis sistémica mds importante en el mun-
do y Ta de mayor trascendencia en el Continente Americano y en México.Una de
sus fases es ta histoplasmosis pulmonar primaria que constituye un serio - -

problema de Salud Piblica, tanto por la elevada frecuencia de los brotes -



epidémicos como por la gravedad del cuadro clinico. Esta micosis puede ser -
considerada como ocupacional yav que afecta a diferentes trabajadores, entre

ellos a los mincr.os, que se exponen al agente etioldgico al penetrar en vie-
jas minas. Algunas de estas minas ain poseen ricas vetas minerales que po--

drian ayudar a la economia mexicana y posibilitarian asi la creacidn de abup
dantes fuentes de trabajo (1).

El agente causal de la histoplasmosis, el hongo dimérfico Histo- -
plasma g_apsu]atum,.s.e distribuye anplianente en las zonas tropicales y sub-
tropicales de]lmundo, principalmente en América; en México se e encuentra
en todo el territorio nacional, circunscrito casi siempre a cavernas, miinas,
tiineles y casas abandonadas, donde existe guano de murciélago.

Al ser adquirida la infeccidn en recintos cerrados 1lenos de aero-
soles de esporas sc incrementa la gravedad del cuadro clinico, To que dmpli
ca una elevada morbilidad, haciendo de la histoplasmosis pulmonar primaria
de México una de las de mayor tasa de letalidad en el mundo.

La histoplasmosis no es considerada una enfermedad rara en México,
ya que al poseer la Repiblica mis de 2,000 minas sin explorar, un gran nimg
ro de bocaminas indigenas y miles de cavernas de todos tamafios, asegura una
morbilid.ad alta entre los individuos que frecuentan este tipo de recintos;
espetedlogos, excursionistas, recolectores de guano, ganbusinos, gedlogos ,
antrop6logos, etc. Aunque se tie.nen datos de ia existencia de brotes epidé
micos en todos los estados del pais, con excepcidn de Tlaxcala y Baja Cali

fornia Sur, los estados que presentan mayor frecuencia de brotes son aque-



1los que debido a la estructura geoldgica de su suelo poseen mayor nimero -
de cavernas y minas abandonadas: Guerrera, Michoacdn, Querétaro, Hidalgo,
Jalisco, San Luis Postosi, Guanajuato, Tamaulipas, Morelos, Chiapas y Penin
sula de Yucatdn (2). H. capsulatum tiene como habitat natural, en su forma
micelial, suelos con alto contenide de nitrdgeno como la tierra contamina-
da con excretas de aves y guano de murciélago. lLas esporas de la fase mice-
1ial del hongo (Fig. 1), son capaces de penetrar por via respiratoria al
individuo que visita los lugares contaminados, adquiriendo asi la histoplas
mosis, enfermedad granulonatosa que puede manifestarse desde formas muy le-
ves como catarro comin hasta sintomas muy severos. Al parecer,las esporas
micelianas al ser inhaladas se convierten, dentro de los macréfagos alveola
ves, en 1a forma parasitoria del hongo, o-sea tas levaduras (Fig. 2), re--
plicdndose en el interior de estas células del huésped y pemitiendo el es-

tablecimiento de la infeccidn.

3. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA HISTOPLASMOSIS.

En ja histoplasmosis se reconocen principalmente dos fases: la in-
feccién primaria y la enfermedad evolutiva o diseminada, La primera con un
tipo asintomdtico y otro sintomitico; la segunda también con dos tipos cli-
nicos, el agudo y el crdnico. En la mayoria de los casos se adquiere la in-
feccidn en forma subciinica, por 1o que se incluye en el tipo asintomitico.
Los casos con manifestaciones, o sea los incluidos en el tipo sintomatico ,
hresentan como formas clinicas: la leve que simnula un ataque gripal, con -
malestar general; la moderada, que toma un aspecto de neumonia atipica con

fiebre, hallazgos radioldgicos acentuados y serologia positiva intensa; la
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forma clinica grave que se presenta con fiebre y estd caracterizada por la -
seriedad de la infeccion, serologia positiva muy alta, lesiones cavitarias o
tumorales encapseladas con una imdgen radiolégica sumamente peculiar (Fig. 3)
semejante a la de una infeccidn hematdgena producida por Mycobacterium tu-

berculosis (1-4),

4. RESPUESTA CELULAR EN LA HISTOPLASMOSIS.

Algunas infecciones,en particular las intracelulares, estimulan - -
preferencialmente una respuesta inmune celular en el hudsped. Esta respuesta,
dada por la participacion de diferentes subpoblaciones de linfocitos T con -
distintas funciones,se caracteriza por un mosaico de actividades.bioldgicas di_
rigidas por los mediadores de la respuesta celular, las anocil.ms, que tie-
nen accidn sobre muchas células, especialmente sobre los macrdfagos. La res-
puesta celular como elemento de defensa no es un fendmeno gis]ado, se en- -
cuentra relacionada con las demis fuggiones y componentes de la respuesta in
mune, por lo que su efectividad depenéje de 1a Gptimh interaccidn de sus com-
ponentes.

Dentro de las infecciones cldsicamente conocidas y aceptadas como -
prototipo de infeccidn inductora de la respuesta inmune celular, las produci
das por hongos constituyen ejemplos importantaes, siendo la histoplasmosis el
modeto mis interesante,

Wistoplasma capsulatum, es un pardsito intracelular del sistema fa

gocitico mononuclear (Fig. 4), Induce lesiones granulomatosas en las que la_
reaccion tisular estd dada por el predominio de macrdfagos en la respuesta -

inflamatoria de las lesiones, ounade a la presencia de Vinfocitos.
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COns.iderando que 1a respuesta fnmune mediada por c&lulas es el meca
nismo primordial en 1a defensa de este padecimiento, muchos investigadores -
han tratado de aclarar el papel de ésta en la histoplasmosis, tanto a nivel

de observaciones clinicas como por investigaciones en modelos experimentales.

et
4.1, Respuesta celular en humanos.

i.~ Observaciones clinicas.

La administracin de drogas inmunosupresoras, la terapia con radia
ciones asi como la presencia de alteraciones patoldgicas de tipo degenerati
vo o maligno, aumentan el riesgo de cursar con una infeccion grave al expo-
nerse estos individuos al hongo (5-8). Las inmunodeficiencias celulares y -
las ocasionadas por las linforeticulosis malignas (linfomas) estdn asocia--

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

La funcion protectora de la respuesta mediada por células en la --
histoplasmosis se apoya en el trabajo de Biggar et al. (11), quienes obser
varon en un individuo hipogammaglobulinémico un; rasolucién favorable de la
infeccion, 1o que sugiere que los anticuerpos no participan en la proteccidn -
desarrollada por el huésped hacia esta enfermedad y que la resolucién se de

be probablemente a una adecuada respuesta inmune celular.

1.~ Observaciones In vitro e in vivo.

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

través de diferentes prucbas in vitro, Una de las mds precisas y mds utiliza
-5 -



das es la transformacidn de linfocitos de pacientes histoplasmosos en presen
cia de antigeno como 1a histoplasmina, que es un filtrado del cultivo constj
tufdo por productos y componentes del hongo (12-14),

E) estado de sensibilizacidn desarroltado por la infeccidn histo--
'plasmosa puede ser demostrado in vivo mediante pruebas cutdneas. Esta prueba
es mas cualitativa que cuantitativa y su utilidad estd dirigida principalmen
te a estudios epidemiolégicos. Sin embargo, ésta es una prueba auxiliar muy
Gti) para establecer el prondstico de la enfermedad ya que una buena respues
ta cutdnea y una baja respuesta humoral, frecuentemente se relacionan con un
buen prondstico (15, 16). Por otro lado, la conversion de individuos histo-
plasmina-pegativos a histoplasmina-positivos permite establecer el diagndsti
co del contacto con el honga, o bien expresar el cruce inmune con otras noso
Togias que comparten estructuras antigénicas similares (15, 16).

Dentro del panorama de la actividad celular en 1a histoplasmosis hy
mana cabe mencionar el trabajo de Stobo (17) en un grupo de pacientes con la
fase diseminada de la enfermedad. Mediante pruebas cutdneas y por la trans--
formacidn de linfocitos con mitégenos y el antigeno especifico, se detectd -
un abatimiento de la respuesta inmune celular. Esta baja o ausencia de res-
puesta celular en los pacientes estudiados por Stobo coincide con una sinte-
sis normal de inmunoglobulinas. E1 autor identifica en este efecto inhibidor
la participacién de células T supresoras y en trabajos posteriores comprome-
te ademds la ingerencia de células adherentes supresoras (17, 18),

Las observaclones anterdores en humanus nos 1levan a considerar el
papel fundamental de la respuesta mediada por células en esta infeccidn; pe
ro la bisqueda de evidencias directas ha conducido al desarroilo de la inves

tigacién en animales.
-
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4.2 PRespuesta celular en modelos animales.

Los apoyos mds directos sobre la participacion de la respuesta me-
diada por células en la defensa contra la histoplasmosis provienen de dife-
rentes investigaciones experimentales.

E1 uso de suero anti-linfocitico (SAL), previo al desafio con el -
hongo, favorece el establecimiento de la infeccién en ratones, la cual pro-
gresa mds rdpidamente en comparacidn con la adquirida por ratones no trata-
dos con este suero (19, 20). Se ha observado que el tratamiento de animales
con agentes citotdxicos predispone a la infeccidn experimental con Itisto- -
plasma (20, 21),

Se ha estudiado 1a actividad de algunas linfocinas en la histoplas
mosis experimental como por ejemplo, el factor inhibidor de la migracidn de
los macrGfagos obtenidos de ratones inoculados con levaduras de Il capsulatum
(22), constituyendo esta linfocina un indicador Gtil de 1a manifestacidn de
la respuesta celular en modelos animales. ¢

La transferencia pasiva del es.tado inmune con células es un argu.-
mento importante para definir el papel de la inmunidad celular, Tewari et
al (23, 24) han logrado proteger ratones singénicos, transfiriendo células
esplenicas o de exudado peritoneal obtenidas de animales inmunizados con -
el hongo vivo o con ribosomas del mismo y sensibles al tratamiento con -
suero anti-theta y complemento. Olra prueba mds de la participacién de la -
respuesta mediada por c&lulas en la histoplasmosis, es la infeccién de rato

nes atimicos congénitos (nu/nu) con Histoplasma capsulatum , los cuales de-

sarrotlan un proceso severo y fatal comparado con 1os ratones normales - -

(25, 26).
o7 -



Un dato interesante sobre la respuesta mediada por células en la -
histoplasmosis, fué el obtenido por Burt y Smith (27) quienes encontraron
durante el transcurso de ia infeccidn, una correlacidn enffe la aparicidn
de la inmunidad protectora, evaluada en ratones por la cuantificacién del
hongo en tejido a través de unidades formadoras de colonias (UFC) y el de-
sarrollo de hipersensibilidad terdia, asi como de rosetas T especificas -
para el antigeno. Ellos observaron que la proteccidn y la respuesta inmune

celular decrecian a partir de los 28 dias post-infeccién,

5. ACTIVIDAD DE MACROFAGOS.

E1 macréfago como célula integrada a las funciones de defensa cely
lar a través de un mecanismo de activacidn mediado por linfocitos T, es -
uno de los pilares de la defensa celular, No obstante, los estudios acerca
de los mecanismos responsables de la participacién de estas células en la
histoplasmosis son escasos y poco esclarecedores.

La administracién de silica, un aqente téxico para macréfages aumenta
1a diseninacién y la gravetiad del cuadro infeccioso en ratones (28).

E£1 comportamiento de los macrGfagos frente a 1a infeccidn con His-
toplasma ha sido particularmente estudiado por Howard et al, , quienes ini

cialmente describieron las condiciones de infeccidn in vitro de células

levaduriformes del hongo en histiocitos de ranas y de ratones normales.

Determinaron la viabilidad del hongo, su multiplicacidn intracelular
con un tiempo de generacion de 10.3 a 1liwsen células de raton a 37°C en -
condicionus de fagocitosis de hasta 24hrs(29,30) y el efecto de la tempera
tura en la parasitosis intramacrofigica (31). EV destino del hongo en los
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macrdfagos provenientes de animales inmunizados fué inicialmente descrito -
por Hi11 y Marcus (32) quienes encontraron inhibicidn del crecimiento intra
celular de Histoplasma, observando que el anticuerpo no ejercia efecto so-
bre la ingestidn y la digestién intracelular del hongo. Howard et al. des-
cribieron una inhibicion del crecimiento del hongo con macrdfagos de rato--
nes normales cultivados en presencia de 1infocitos provenientes del exudado
peritoneal de ratones inmunizados con dosis subletales de Histoplasma - -
(33-35); A1 utilizar los productos de la estimulacidn de los Vinfocitos in-
nunes con el antigeno, o sealas linfocinas, no observaron el efecto inhibi-
torio sobre el crecimiento de las células fingicas (35). Sin embargo, en ex
perimentos posteriores,llu-tisieh y Howard (36) lograron activar a los macrd
fagos con linfocinas demostrando esta activaci6n por la ausencia del creci-
miento del hongo, cuando los macrdfagos normales fueron incubados con Vinfo
cinas. Estos autores {dentificaron al interferdn gamma como una de las lin-
focinas mis capaces para activar macréfagos y eliminar con ello al Histo-
plasma {36-38). Estas observaciones apoyan la importancia del papel que -
tiene la interaccién linfocitos T-macrdfagos en la respuesta immune celular
contra la histoplasmosis.

Existen dudas acerca del funcionamiento de esta interaccidn, asi co
mo de los cambios moleculares y fisioldgicos que presentan tanto el fagoci-
to como el par&sifo. iPor qué hay restriccién del crecimiento del pardsito
pero no muerte intracelutar? (Cudles son los componentes del hongo que in-
fluyen en los distintos pasos de su fagocitosis?. Algunas informacionessnbre
la fagocitosis de Histoplasma, estdn relacionadas con estos dos problemas

bisices, Sinchez y Carbonell (39) encontraron que las células completas de la

-9 -



fase ievédur'lforme del hongo son mejor fagocitadas in vitro por macrdfagos
normales e inmunes que los protoplastos de éstos, 10 que sugiere un papel

importante de 1a pared celular en la estimulacién fagocitica, quiza 'por op -
sonizacién con C3b. Ademds puede ser que 1o§ anticuerpos obtenides contra

1a pared celular, favorecen 1a fagocitosis del hongo (39).

Se ha investigado la actividad microbicida de las células fagociti
cas sobre este hongo. Sin embargo, se conoce mds de los mecanismos anti-
fingicos de los polimorfonuclcares que de los macréfagos (40,41),

Aunque no estd claro el papel de los polimorfonucleares en el pro-
ceso infeccioso producido por Histoplasma, se ha observado que el sistema
oxidativo de 1a mieloperoxidasa (MPO) tiene un efecto letal sobre Vas coni
diosporas y las blastosporas de H, capsulatum (42). La accidn de esta enzi
ma es mis critica en las blastosporas que en las microconidias, En base
a estos hallazgos, Howard et al. discriminaron diferentes cepas de H, cap-
sulatum con distinta susceptibilidad a la MPO, relacionando que un mayor
nivel de catalasa en el hongo 1le conferia mayor resistencia a la fagocito
sis por los polimorfonucleares (41, 42), No obstante, en trabajos poste-
riores observaron que la virulencia de las cepas de N.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 proteinas cati6nicas de los polimorfonucleares también tienen
efecto fungicida sobre H. capsulatum (41, 43). Se han aislado de los ex--
tractos de polimorfonucieares de humanos por 1o menos tres proteinas que
presentan una accidn anti-Histoplasma, Se desconoce el efecto de las - -

proteinas catinicas de los neutréfilos y se plantea que puedan entrar a

- 10 -



Yos macrdfagos y dirigirse al fagolisosoma {43). Se ha especulado que Iés -
proteinas catidnicas y otras sustancias anti-fiingicas pudieran adherirse a
las levaduras de H. capsulatum y favorecer su destruccion después de haber
sido fagocitadas, o bien, que estas sustancias pudieran ser fagocitadas por
los macrdfagos e incorporadas despuds a los fagolisosomas (43).

Otra enzima estudiadz por su efecto antifingico es la lisozima, la
cual muestra una accidn importanteen ciertas especies de Candida (44) y en
Coccidioides immitis (45). En los experimentos realizados con esporas de H.
capsulatum se ha demostrade que la lisozima no juega un papel importante en
el crecimiento intvacelular de este hongo (43).

Se ha visto que la estancia intrafagocitica inhibe la sintesis de
proteinas de llistoplasma (46). Estudios en macrdfagos alveolares de conejo
mostraron que &stos poseen una actividad adversa sebre el crecimiento de -

ciertos hongos: Candida, Cryptococcus e Histoplasma. Los resultados obte- .

nidos wuestran que el crecimiento y la sintesis de proteinas de es-
tos hongos, se inhiben con extractos lisosomales de los macrdfagos alveola
res y el mecanismo que proponen, involucra un efecto selectivo sobre el -
transporte de aminodcides a través de la membrana de las células fingicas
(47). Grensen ct al. (48, 49) identificaron una permeasa general de aminod

cidos (PGA) en Saccharomyces y Candida, la cual se encuentra alterada, mo-

dificando el transporte y la consecuente incorporacidn de varios aminodci-
dos a las'células de estos hongos, con excepcidn del transporte de prolina
y dcido glutdmico. En H. capsulatum se obtuve un efecto similar con extrac
tos lisosomales de macrdfagos alveolares y,a diferencia de los anteriores,

la restriccidn de} transporte también se manifiesta para Ja prolina {50),
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Adémés de esta permeasa general, se descubrieron permeasas especificas para
Arg, Lys, Met y Prol. Se postula que este extracto lisesomal interfiere con
tas permeasas especificas para los aminodcidos, sin alterar el transporte -
de azicares, nucledtidos u otras moléculas (50).

Recientemente se ha planteado, que 1a capacidad de defensa del hués
ped o el grado de patogenicidad de la cepa de H. capsulatum, depende del --
tiempo de transformacién de la fase micelial del hongo a la fase levaduri--
forme en el interior de las células fagociticas, Esta conversion dimorfica
in vivo (fase miceliana/fase levaduriforme) tiene un pape) critico en la -
resolucin de la infeccidn, puesto que la fase micelial se elimind mis fd-
cilmente. Mientras mds lenta sea la conversidn a la fase de levadura, mayo-
res posibilidades de defensa para el huésped; por el countrario, una conver-
sidn rdapida facilita la implantacidn del proceso infeccioso. Este estudio -
reveld que la conversidn de la fase micelial a levaduriforme empezaba a las
6-7 hrs y se completaba a las 72 hrs de incubacidn a 37“C en macrofagos al-
veolares de ratones (51).

Debido a que a informacidn sobre el fendmeno fagocitico en la his-
toplasmosis es escasa y dispersa, hemos desarrollado una linea de investiga

cién en nuestro laboratorio, que ha aportado algunas observaciones intere-
santes, Inicialmente, establecimos las condiciones ptimas de infeccidn del
honge in vitro utilizando como modelo de infeccidn a los macréfagos peri-
toneales de ratones normales de ta cepa singénica BALB/c. Este trabajo per
mitié establecer la dosis resolutiva y la dosis no resolutiva de infeccién

in vitro de los macrdfagos, después de 24 horas de cultivo con las células

levaduriformes (fase parasitaria) del honge (52).
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Pasteriormente nuestro estudio se extendid a la observacion por, mi-
croscopia electrénica y los resultados sefialaron que en tos primeros tiempos
de 1nfgcc16n no hay evidencia del hongo dentro del macrdéfago; ademis se obser
vé una marcada actividad de la célula fagocitica debida a la presencia de
pseuddpodos, que sugieren 1a posible iniciacion de la adhesidn y posterior in
gestion del hongo; sin embargo no se logrd observar la particula fingica adhe
rida a Ta superficie de la célula, posiblenente por el desprendimiento de ésta

a causa de su manipulacion {Fig., §). Finalmente, durante Yos tiempos més
largos de infeccidn de 3 a 24 hrs, Yos macrbfagos presentan gran actividad me
tab6liica y pardsitos en su interior en diferentes etapas de la infeécién

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

isotiocianato de fluoresceina, utilizado éste ditimo como cepa de referencia,
durante una infeccién continua por 24 hrs, mostré abundante presencia de.
Histoptasma en los diferentes tiempos de infeccidn, mientras que la cantidad

de Mycobacterium Fu@ escasa (Fig. 7) (52, 56).

Considerando que el hongo es capaz de sobrevivir dentro del macrdfa
go y que é§to constituye un hecho fundamental en la implantacién de la infec-
cin y que ademis desconocemos los mecanismos de escape del Histoplasma, nues-

. tro trabajo se orient6 hacia el estudio de uno de estos mecanismos, la inhibi-
cién de la unidn fagosoma-lisosoma, que es comin en otros microorganismos in-

tracelulares como Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia psittaci, Coccidioides

imnitis, Nocardia asteroides y Toxoplasma gondii (57-62). Inoculando intra-

peritonealmente levaduras del hongo en hamsters, Dumont y Robert {63) observa-
ron por microscopia electrénicaque a los 5 y 30 min después de la infeccifn, ya

se identifican uniones de fagosomas y lisosomas, pero a medida que avanza el
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tiempo de infeccién las fusiones disminuyen. En tiempos mds Targos de infeccidn

se han detectado dos tipos de vacuolas fagociticas, unas que carecen de fosfata

sa acida, lo que sugiere ausencia de unidn fayolisosomal y otras que contienen

esta enzima, To que sugiere unidn fagolisosoma. La observacibn de estos (ltimos
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 mayoria
de los hongos se multiplican dentro de los fagosomas y que son continuamente re-
fagocitados (63). Estos hechos dejan en entredicho la unién fagosoma-1isosoma

en macréfagos infectados con H. capsulatum.

E1 destino del hongo en estas células no es el de su destruccidn , --

hay datos de que éste sobrevive y se muttiplica en tales circunstancias (63).
Estos hallazgos sugferen que el mecanismo de inhibicién fagolisosomal pudiera
estar operando cuando la infecci6n no se resuelve (63). Resultados obtenidos
en nuestro laboratorio (Taylor gt al.) utilizando el marcaje de lisosomas de
macr6fagos con naranja de acridina muestra el fendmeno de unién fagosoma-1iso-
soma en macrdfagos infectados con el hongo. Sin embargo, el indice de unién -
fagosoma-lisosoma es menor a medida que aumenta la dosis y el tiempo de infec-
cién (64, 65) (Fig. 8). Ademds, al trabajar con cepas vivas y muertas del hon-
go, empteando 1a 1inea celular de macréfagos J-774.2, se encontrd una marcada
diferencia en cuanto a frecuencia de fusidn fago)isosoma con respecto a las

células vivas y nuertas de ltistoplasma (Fig. 9 ). Los experimentos realiza-

dos con cepas de distinta virulencia no dieron resultados significativos - -

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

a la promocidn de fusiones fagolisosomales ( Fig. 10 ) (64 , 65).
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Recientemente Von Behrem gt al. (66) plantearon que la inhibicién --
de la fusién fagosoma-lisosoma no es un factor primario para la sobrevida -

de Histoplasma capsulatum dentro del macrdfago. Ellos analizaron los resulta

dos obtenidos de 1a infeccidn por Histoplasma en macréfagos peritoneales de
ratdn tratados con naranja de acridina y en macréfagos sometidos a tincidn
para fosfatasa Scida, enzima utilizada como marcador de lisosomas. Encontra-
ron una inhibicidn de la fusién Fagosoma-1isosoma cuando utilizaban la téc-
nica de naranja de acridina en un 41% para levaduras vivas y 81% para leva-
duras muertas,mientras que enel estudio de microscopia electronica utilizan-
do el marcaje con fosfatasa dcida los resultados fueron antagonicos a los en
contrados con naranja de acridina. Aunque Von Behrem (66) se apoye en los -- '
resultados obtenidos por microscopia electronica para sugerir la ausencia de
la inhibicidn de la fusidn fagolisosoma en macrdfagos infectados con Histo-
plasma, hay que tomar en cuenta que esta técnica, aunada a la utilizacidn de.
una poblacidn heterogénea de macrdfagos, como los peritoneales, tiene 1inita
ciones similares a las descritas por Dumont et al. (63) quienes observaron -
* que muchas de las fusiones procedian de macrdfagos parasitados que habian --
sido refagocitados.

Los mecanismos de facilitacion del) proceso fagocitico de Histoplasma
por sustancias opsonizantes sen contradictorios. Se sabe que la fagocifosis
en general se ve facilitada por receptores Fc y C3b de Yos macrdfagos, que -
pueden captar complejos inmunes o bien fagocitar componentes capaces de acti
var la via alterna del complemento. En la infeccion histoplasmosa se ha des-
crito que los anticuerpos-anti-pared incrementan la ingestidn de levaduras -
del hongo (39) y también se ha visto que el hongo H. capsulatum es éapaz de -

activar la via alterna del complemento (67). Tales antecedentes nos in- -«
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dujeron a investigar la participacidn.de receptores Fc y Cqp,en ta fagocitosis d:
Histoplasma, Por ello, estudiamos los cambios que ocurren en los receptores

de Ta mcmprana celular de los macréfagos y su posible papel en la fagocilosis
de) hongo, Huestros resultados preliminares indican que el hongo opsenizado -
con 1gG anti-Histoplasma presenta una cindtica de internalizacidn diferente a
1a del hongo sin opsonizar, sugiriendo la importancia de los receptores Fc. -
Las levaduras opsonizadas inducen una movilizacién de las proteinas de la memn

brana del macréfago marcadas con 1125

por la técnica de lactoperoxidasa. En ca
da tiempo de fagocitosis se procede a separar la fraccidn membranal de los ma
crofagos y determinar las cuentas totales de 1125 en un contador gamma, corri
giendo los valores con el niimero total de macrdfagos obtenidos por incorpora-
cion de timidina H3. A los 15 min, hay una disminucidn de las marcas radioac-
tivas, recuperdndose las cpn a los 30 min después de la infeccion, mientras -
que las lgvaduras sin opsonizar siguen una cinética diferente (Fig. 11). Por

autorradiografia en geles de poliacrilamida se ha detectado la aparicién y de
saparicidn de algunas proteinas de membrana del macréfago (PM entre 14 y --

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

hongo (68). En la actualidad nuestros estudios estdn encaminados a aclarar la
importancia de estos receptores utilizando una nodificacién del ensayo imnuno

enzimdtico.

6. RESPUESTA HUMORAL.,

Aunque sea indiscutible la participacidn de Ta respuesta inmune ce-
lular en la defensa del hudsped contra la histoplasmosis, es necesario esta-
blecer 1a funcién de los anticuerpos esﬁecificos en esta enfermedad,Su papel
como elemento protector parece ser poco probable como se deduce de los antece
dentes citados previamente en relacidn a Ta respuesta innune,

A pesar de su poca importancia en la defensa contra esta enfermedad
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no se debe de olvidar que para el diagnéstico, los anticuerpes de clase --
‘IgM aglutinantes e 1gG precipitantes, son apoyos auxiliares en Va deteccién
de una fase aguda o la fase temprana de la enfermedad (69, 70),siendo que -
los fijadores de complemento de clase IgG principalmente aparecen de 2 a 4
semanas después de la infeccidn y son variables en su magnitud, dependiendo
del antigeno de Histoplasma utilizado (fase micelial o fase levaduriforme )
(70, 11).

Por otro lado, hay que destacar el valor prondstico de la respues
ta inmune humoral en la histoplasmosis, ya que estd perfectamente estableci
da la relacién: respuesta humoral baja/respuesta celular alta, buen pronds-

tico; respuesta humoral alta/respuesta celular baja, mal prondstico (15,16}.

Sin embargo, la respuesta humoral, aunque Gtil en el diagndstico,
presenta limitaciones debido al uso de antigeno con alta variabilidad y - -
- reactividad cruzada, que es tan comin en los hongo. Muchos investigadores se
han dedicado a Ya bisqueda de antigenos con mejor especificidad y sensibili
dad, que permitan un diagndstico mas preciso.La necesidad de contar con an-
tigenos mds puros para la deteccidn temprana de la histoplasmosis, es apre-
miante, debido a) aumento de brotes epidémicos de esta enfermedad (1,2).No-
sotros hemos implementado un servicio de diagnéstico y de produccidn de an-
tigeno a partir de cepas autdctonas que han contribuido al trabajo médico a
través de un diagnégtico répido y seguro,utilizando antigenos crudos de His-
toplasma (histoplasmina)o bien,un complejo polisacdrido-protefna extrafdo por
tratamiento.con fenol y etanol seguido de desprotenizacién por pronasa y = =

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

productos de otros hongos que presentan similitudes con H. capsulatum --
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(tabla 1, 2 y 3) (72-75), Los antigenos crudes en particular, han sido Gtj-
les para los estudios de prevalencia de asociaciones infecciosas en una po-
blacion determinada (76). Este servicio de inmunodiagnéstico y de produc-
cidn de antigenos ha crecido en los Gltimos afios y hemos logrado atender -
100 analisis anuales en promedio, ademds de suplir la demanda de antigenos
para varias dependencias de salud del pais, y también se han enviado a Cen-
tro y Sudamérica.

E1 andlisis de los anticuerpos desarrollados durante el curso de la
histoplasmosis fué estudiado por varios investigadores. Se observd una 1ige
ra elevacion de IgA y niveles normales de IgM e I9G en pacientes histoplas-
mosos {77). Se encontré un aumento marcado de los niveles de la IgA sérica
en la forma crénica y ligera elevacion durante 1a fase aguda de la enfer
medad, mientras que los anticuerpos de las clases IgG e IgM 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 actidan en la elimina-
cidn de un pardsito se relactionan con la capacidad para opsonizarlos y pro-
mover su fagocitosis con eficiencia, ya sea coadyuvando con el sistema del
conplemento para facilitaf Ta fagocitosis a través de C3p o induciendo la -
1isis y subsecuente eliminacidn del pardsito. Ademds, el anticuerpo puede -
provocar un dafio directo al parasito o utilizar los mecanismos de citotoxi-
cidad con 1a participacifn de células como las asesinas {K) y macréfagos.
En la histoplasmosis, se ha visto que los anticuerpos pueden promover la fa

gocitosis del hongo pero no influyen en la digestidn intracelular de Histo-
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plasma(33,39).E1 complemento no ha sido asociado con ningin dafio en la pared
celular del hongo aunque se sabe que este hongo es capaz de activar la via
alterna (67). Con respecto a los mecanismos de citotoxicidad no se ha podi-
do 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 dafio directo a la célula fingica., Este evento es
considerado poco comin entre los hongos aunque se ha visto que las lgGs -
anti-Candida causan una disminucién en la filamentacién de las blastoconi
dias que estd asociada con una depresion de la respiracién flngica (81).
Hay que destacar que algunos factores humorales de indole no inmu-
" noglobulinicos, por ejemplo . la transferrina presente en el suero, puede -
dafiar al hongo directamente o por lo menos limitar la tasa de su crecimien
to (82). Este hecho tiene relacién con la capacidad de virulencia de la ce
pa de |listoplasma, dada por la habilidad de adquirir hierro dentro del - -
plasma puede ser Vimitada por la presencia en el huésped de proteinas capa

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

7. MECANISMOS DE REGULACION.

7.1 Fendmeno de supresidn,

Los mecanismos {nmunorrequladores son fundamentales para la expre-
sidn de la respuesta inmune. Estos permiten que la estinulacibn inmune par
ticipe eficazmente en la defensa del huésped sin que se presente una res-
puesta deficiente ni que se alcancen niveles exagerados de sensibilizacidn

tanto celular (hipersensibilidad celular tipo IV) como humoral (hipersensi
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bilidad I, 111}, los cuales podrian contribuir en forma importante a la pa-
togenta de la enfermedad,
Entre los elementos propios del sistema inmunolégico que lactdan en
la regulacion inmune estin las c@lulas asesinas naturales (NK), c8lulas - -
adherentes, células T cooperadoras y T supresoras, ademds de algqunos produc
tos elaborados por estas células como interleucina I, factor coopprador,. -
factores supresores e interleucina 2, siendo importante sefialar tianbién los
productos finales de la respuesta inmune humoral como los anticuprpos.

Con respecto a las células T, los avances inmunoldgicos de los dl-
timos 15 afios se caracterizaron por delimitar los fendomenos cooperativos
y los supresores. Se describieron la cooperacion y a supresién agi como
las c@lulas involucradas en estos eventos, Se caracterizaron sus |funcio--
nes en la regulacién immune, Recientemente, se postularon algunas
adhercntes en fendmenos similares (efecto supresor ); sin cmbargo,| a los -
anticuerpos s6lo se les asignaba una funcion protectora cn procesos funda<
mentalmente extracelulares,

Considerando la importancia de los fenGmenos regulatorios,|que son
en Gltima jnstancia los que determinan la intensidad y duracidn de|la res-
puesta inmunolégica, es pertinente conocer 1o que ocurre en la infgccién -
histoplasmosa; aclarando que se ha identificado en ella la participacidn ce
células T supresoras, macréfagos supresores y se intenta aclarar la fun--
¢idn de Tos anticuerpos . Con respecto a las interleucinas no existen ante
cedentes sobre la participacidn de las células productoras de interfeucina

"ni tampoco las receptoras para estas moléculas en la infeccion producida -

por H, capsulatum.
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7.2 Supresién en 1a infeccidn histoplasnosa,

Los mecanismos regulatorios que afectan la respuesta inmune celular
son especialmente importantes, destacdndose por su participacion en el de-
sarrollo del cuadro infeccioso aquéllos de indole supresivo,

Es conocido que individuos vacunados contra el sarampidn y la vi--
ruela presentan anergia temporal a la histoplasmina {83), Se &2scribieron
muchos eventos supresivos asociados con la histoplasmosis, Sin embargo, -
tienen particular interés los casos de resolucidn desfavorable de esta en
fermedad, donde ocurren en el huésped estados supresivos "ocasionales y na
turales” en los individuos que cursan con uma infeccidn severa y que no -
presentan defectos en la respuesta inmune ni se encuentran bajo terapia --
inmunosupresora,

E1 hecho de que Ja infeccidn histoplasmosa se relacione ocasional-
mente con estados de supresion en el huésped, nos induce a pensar en los -
siguientes planteamientos: lexiste un estado supresivo,provocado por la in
feccion histoplasmésica? por otro lado, {seria posible que la infeccién -
potencializara un estado de supresidn previo?. Los estudies realizados por
Artz y Bullock (84, 8%) utilizando’'un modelo murino, demuestran una corre-
lacion entre la fase aguda &e la infecéién por Histoplasma y la existen--
cia de una marcada supresion de la inmunidad celular, asi como de la res-
puesta primaria de anticuerpos. Inicialmente ellos observaron una depre--
sion de 1infocitos en las zonas paracorticales de los erganos linfoides de’
ratones infectados (84).Esta supresidn se detectd m s6lo con anliqenos el

hongo,sino Lambién con eritrocitos de borreqgo, To que indica su inespeci-

-21 .




ficidad. Se observd ademds (inicamente en Yos animales que recibieron hongo
vivo, no asi en los animales que fueron inoculados con hongo nuerto (85),
Estos ha}lazgos, apoyan la existencia de un estado supresivo generado por -
el proceso infeccioso (86, 87),

La observacidn de que la susceptibilidad a la infeccion en algunos
individuos se encuentra aumentada, sin que el individuo nuestre inmunosupre
siones inducidas o debidas a inmunodeficiencias, nos sugiere la existencia
de un estado supresivo circunstancial previo a la infeccion, Se ha visto -
que grupos de individuos normales expuestos al hongo bajo idénticas condi-
ciones, sin considerar la dosis y Ya virulencia de la cepa,desarrollan dife
rentes cuadros clinicos de la histoplasmosis., Es importante considerar que
los factores genéticos, nutricionales, hormonales y de fatiga entre otros,
actdan en 1a expresion de la susceptibilidad de cada individuo, Estos dis--
tintos factores probablemente man{festarian su efecto a trayés de una via -
comiin capaz de promover una baja en la defensa del individuo. Una de las ma
neras de producir cambios en la resistencia, serfa alterando e} equilibrio
del sistema inmune modificando sus mecanismos de regulacién y promoviendo -
en un monento dado una incapacidad para defenderse, lo que podria coinci-
dir con la infeccidn., Estos sujetos por lo tanto, presehtarian maybr suscep
tibilidad a infectarse y un curso mis critico de la enfermedad, Las eviden-
cias experimentales que apoyan esta hipdtesis son pocas. Se han detectado -
cambios en Ya poblacidn 1infoide de diferentes amimales, incluyendo al hom-
bre, que reflejan las diferencias de sexo, cdad y estimilo hormonal  que pu
dieran ostar actuando indirectamente en a resistencia . En 1a histoplasmosis

expertmental, Saslaw y Schaefer observaron que los ratones hembras de 1a -«
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cepa Suiza (albina) desarrollaban mayor resistencia a la infeccidn y que la
edad del animal era un factor de cambio en la susceptibilidad al desafio --
con el hongo (88, 89). Hay que sefialar que estos hechos no se pueden genera
Tizar ya que se han detectado diferentes comportamientos en otras cepas de
animales (90-93).

La variacidn de la poblacidn 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 células supresoras {102, 103), mientras que
para edades mds avanzadas (mayor de 12 meses) la informacién  acumulada -
es contradictoria , variando los resultados con la. cepa y la especie ani--
mal (94, 95, 98). Se pucde esperar que la poblacidn linfoide en cuanto a nd
mero y tipos de células, sufra modificaciones inducidas por distintos meca-
nismos de regulacidn interna a lo largo de la vida del animal, y posiblemen
te estos cambios condicionen algunas variaciones en la susceptibilidad y -
resistencia del animal a infecciones.

Taylor et al, observaron que en la cepa singénica BALB/c, las heme-
bras desarrollan una marcada resistencia a la infeccidn con H,_capsulatum,asf
como que en los animales de menos de 1 mes y de mds de 1 afio de edad la sus- -
ceptibilidad a Ta infeccion se encuentra aumentada (Fig. 12) (107).Nuestros
resul tados sugieren una Yigera disminucidn en el nimero de linfocilos y una
mayor destruccion de los macréfagos peritoneales en los ratones de menos de 1
mes y de mds 1 afio de edad . Esto podria incidir desfavorablemente en estos -
animales cuando estan bajo el desafio con el hongo vive, en comparacidn con
los ratones mds resistentes o sea los de 3 a 4 meses de edad (107). Los ra-

tones machos de 1a cepa BALB/c menores o hasta de 1 mes constituyen un mode
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lo experiméntﬁl apropiado para el manejo de la infeccion histoplasmosa muri
na, debido a su alta susceptibilidad a la infeccidn, particularmente cuan-
do se compara con otras cepas de ratones como la CD-1 y la C57 que desarro-
_ 11an mayor resistencia (datos no publicados). Al estudiar la alta suscepti-
bilidad de los ratones BALB/c machos menores de 1 mes, fué posible compro--
bar que @stos presentaban un estado supresivo y que este estado era transfe
rible por células de bazo a ratones singénicos adultos de la misma cepa y -
sexo, que bajo condiciones normales resistian al desafio con el hongo (ta-
bla 4) (108). Nuestros d1timos estudios utilizando suero antimacrifago obte
nido en conejos y un monoclonal anti Thy 1.2 afadidos de complemento,nos
sugieren»que tanto las células adherentes como los linfocites 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 proporcidn de células linfoides en algunas cepas de ratones va-
ria con la edad (96-101), aunque esta observacifn no ha sido generalizada -
para todas las especies de animales, Sin ewbargo, es posible extrapolar es-
tos hechos a Tos cambios generados en 1a susceptibilidad del hombre seqin -
las modificaciones presentes en las diferentes clapas del desarrollo del in
dividuo.

Con respecto al sexo y su relacibn con procesos infecciosos, la in-
formacidn clentifica estd mds relacionada a la facilitacion del crecimiento
del pardsito por posibles efectos hormonales y existen pocos datos respecto
a cambios en la respuesta inmune, £} sexo femenino ha mostrado mayor capaci

dad de respuesta, en comparacidn con el sexo masculino, en cuanto a la for
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.macidn de anticuerpos después de 1a immunizacién con varios antfgenos y en
cuanto al rechazo de aloinjertos dé piel, asi como de la respuesta a tumo-
res. Esas diferencias estdn bajo control genético, pero las hormonas sexua
les pueden tener un efecto directo (109, 110),

Con re]aci(“m al papel del sexo en la defensa de procesos parasita-
rios, Kittas y Henry demostraron una mayor resistencia a la infeccifn toxo
plasmbsica en ratones gonadectomizados que en ratones normales de ambos -
sexos {111), La administracién del hexoestrol indujo una atrofia timica ca
si total y una involucidn parcial del tejido 1infoide. Ratones infectados
con Toxoplasma gondii y tratados posteriormente a la infeccién con hexoes-
trol mostraren un aumento en la wmortalidad , probablemente como resuitado
de una depresion en 1a innunidad mediada por células causada por esta hor-
mona (111),

Los andrégenos son inhibidores de la respuesta inmune humoral; en
contraste, los estrdgenos aumentan la fagocitosis y la actividad de Vinfo-
citos B, Los estrigenos pueden tener un efecto supresivo sobre la inmuni--
dad mediada por células que es mds marcado en el sexo femenino, especial-
mente en mayores de 12 afos (112, 113),

Respecto a la relacidn entre sexo y enferniedades por hongos se
ha observado que 1a frecuencia de estas infecciones varfa en funcitn de -

la edad y raza. El estudio de la incidencia de Pityrosporum sp. en nifos
de raza caucdsica y raza negroide, antes y después de la pubertad, demostrd
mayor frecuencia de levaduras em los caucdsicos que en Jos negroides, asi -
como en nifios mayores o sexualmente maduros (114),

En la infeccidn experimental por Cryptococcus neoformans en ratones

- 25 -



1

hembras o machos adultos Swiss-Webster, se observé que la media de sobrevida
-en dias (MSD) fué mas larga en las henbras que en los machos, lo que sugie-
re una mayor resistencia de las hembras a la infeccidn experimental con - -

Cryptococcus (115},

En los hongos existe una estimulacién por hormonas sexuales como -
el 17 P estradiol, la progesterona y la testosterona en el crecimiento de
Coccidioides immitis. Posiblemente estas hormonas aumentan la predisposi-
cidn a la enfermedad, asi como la diseminacion de la coccidioidomicosis --
(116). En las mujeres embarazadas 1a diseminacidn del hongo es'especialmen-
mente notable, mientras que las mujeres no embarazadas son menos suscepti-
bles que los honbres a la diseminacidn extrapulmonar de esta infeccion ~ -
(116).

7.3 Participacion de células supresoras.

La presencia de las células supresoras en individuos con histoplas-
mosis ha sido sefialada anteriormente en humanos (17). €En el modelo animal,
Bullock et al., han dado un énfasis especial a la participacion de células
supresoras en la histoplasmosis. Ellos identificaron que en la etapa --
temprana de la infeccidn estdn involucradas células adherentes al nylon -
(117,118) y que el tratamiento con indometacina de células de hazo de ratdn

infectado no modifica in vitro la supresién mediada por células T 6 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).
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Un verdadero balance regulatorio ha sido observado durante el transcurso de -
la infeccidén histoplasmosa murina, al estudiar ratones sensibles (CJH/HeJ) y
resistentes (CS7BL/6). La pr{mera cepa de ratones produce un factor supresor
claborado por las células de bazo con fenotipo Thyl.2" Ly 2%1-0%y los ratanes
resistentes producen un factor cooperador producide por células con marcado-

. res Thy 1.2" Ly 1t (118,120}, Se caracterizaron Vas células blanco del fac--
tor supresor, las cuales presentaban un fenotipo de Thy 1.2t Ly 12t 10t 10
que:sugiere que estas células funcionan como supresoras de segundo orden (120).

f Considerando e) pape) regulador de estas células es posible pensar
qué debido a cambios en los mecanismos de regulacidn, la enfermedad puede -
prog}csnr o incluso quedar compartamentalizada, como se ha observado en un
caso de meningitis por Histoplasma sin diseminacidn, en el que se detecta-
ron células T supresoras hiperactivas en liquido cefalorraquideo exclusiva-
mente (121). De ahi que las alteraciones en la respuesta de defensa celu--
lar podrian deberse a miltiples fallas en los mecanismos de regulacidn, da
das por células supresoras y quizd por los anticuerpos. Por otro lado, se
sabe que a activacion de la poblacién supresora en forma especifica puede
ser pramovida por la presencia de antigeno soluble o por complejos antige-
no-anticuerpo. Aunque no se hayan obtenido evidencias sobre la deteccidn --
de antigenos solubles circulantes de Histoplasma, es factible que esta via
de ;ctivacién de una poblacidn supresora se desarrolle, ya que se ha esta-
blecido la asociacidn con complejos inmunes circulantes en la histoplasmo-
sis (122). Ademds, el hecho de que la supresién inmunoldgica pueda ser ines

pecifica, induce a investigar la posibilidad de que algiin producto del hen-
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go tenga un efecto {nmunosupresor a semejanza de microorganismos como e} -~

Trypanosoma, &) Plasnodium y otros (123,124},

Los estudios reaiizados con fines de jdentificar el compromise de
células Tinfociticas,como las células asesinas naturales (NK) en el proce-
so infeccioso dado por el hongo H. capsulatum en ratones bg/bg gque son ani
males que presentan un defecto fundamentalmente en células NK y en macrdfa
gos, demostraron que a pesar de que estos ratones resuelven mejor la infec
cibn histoplasmosa que los ratones atimicos nu/nu, son mds suscepiibles -
que Tos ratones normales (125). Shegematsu et al). sugieren que estas célu-
1as juegan un papel en la defensa contra 1a infeccibn debido a que los es
plenocitos de ratones CBA/J fueron capaces de presentar un efecto citotdxi
co in vitro contra Yas levaduras de Histoplaswa, asi cowo contra células -

51

YAC-1 marcadas con Cr™", Experimentos subsecuentes utilizando ratones de--
pletados do células NK por tratamiento con suero anti-asialo GM} wostraron
que estos animales al ser infectados, desarrollaron una rapida diseminacion
del hongo (126).

4

7.4 Participacién de anticuerpos

ta participacién de los anticuerpos como "moléculas reguladoras" no
es novedosa, sobre todo en su accidn sobre células B, ya que desde 1960 se
conocia el fendmeno de inhibici6n de anticuerpos por un mecanismo de retro
alimentacion (127, 128).

Por otro tado, 1a informacidn de la actividad de los anticuerpos -
sobre la respuesta inmune celular ha sido mds reciente, a través del estu
dio de anticuerpos anti-idiotipo de reaccidn cruzada, capaces de inhibir

1a respuesta cutdnea a antigenos hapténicos como e) p-azofenilarsenato -
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(129) y 1a fosforflcolina: (130), Se ha visto también que en un sistema - -
acarreador-hapteno, el anticuerpo anti-hapteno de la subclase I9G2 es ca-
paz de suprimir la respueﬁta cutinea hacia ¢1 acarreador globulina gamwa.bo
vina (GGB) (131). ]

En otras enfermedades intracelulares hay evidencias que apoyan el -
concepto de que los anticuerpos actdan sobre 1a respuesta celular. La rela-
cion de los titulos de anticuerpos con el prondstico de la enfermedad po-
dria representar un importante argumento hacia el papel modulador de estas
moléculas. Esta relacién ha sido establecida eﬁ distintos padecimientos mi-
coticos en especial en la histoplasmosis, coccidioidomicosis y blastomico-
sis (3, 4).

En 1a histoplasmosis, observaciones in vitro indican que la presen--
cia de los anticuerpos anti-H. capsulatum inhiben e) fendmeno de transforma
cibn Vinfocitica inducido por el antigeno histoplasmina (132). Ademds, en -
un estudio de pacientes histoplasmosos, se plantea una interaccidn entre am
bas respuestas inmunes por un mecanismo de fluctuacidn, caracterizado por -
variaciones en la expresion de ambas respuestas inmunes én estos individuos,
coincidiendo que en los periodos en que una respuesta es’ baja, la otra au-
menta ~ en magnitud y viceversa (133).

Taylor et al. obtuvieron resultados que sugieren que los anticuer--
pes jueqan un ' papel ‘modul ador en 1a expresion de la hipersensibilidad -
de tipo tardia en ratones sensibilizados con Histoplasma (131) y regulan -
la expresion de la respuesta celular en animales infectados con el hongo -
(135). Por otra parte, se pudo comprobar que la transferencia pasiva de --

anticuerpo anti-Histoplasma inhibe in vivo la respuesta de defensa celular

- 29 <



(Fig. 13), as7 como la expresién de la respuesta tardia en ratones infecta-
dos, participando en este efecto las Ig6 anti-Histoplasma (Fig. 14) (136).

El suero inmune inhibe el fendmeno de la transfonnaciéﬁ Yinfocitica
inducida por el antigeno especifico o por mitégenos en padecimientos como -
histoplasmosis, tuberculosis, lepra, coccidioidomicosis y paracoccidicidomi
cosis (79, 132, 137-142), Ademds, algunos trabajos muestran la influencia
de otros factores séricos, no inmunoglobulinicos, sobre manifestaciones in
" vitro de la respuesta .inmune mediada por células (143-146),

Es posinglque los anticuerpos no actien aisladamente, sino que su
efecto regulador eété dirigido por complejos antigeno-anticuerpo, ya que la
presencia de éstoskha sido identificada y afecta la inmunidad celular en --
los procesos tumorales, en 1a histoplasmosis, tuberculosis, lepra y cocci-
dioidomicosis (147,122, 148-151).

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

En la histoplasmosis, asi cono en otros tipos de infecciones intra-
celulares, la patogenia y la inmunidad no se pueden considerar temas separa
dos dada la complejidad de 1a defensa del hudsped y 1a naturaleza contro~
ventida del mecanisno de agresién del agente infeccioso,

Considerando todo lo expuesto es posible proponer que en condicio-
nes de inmunocompetencia el aparato Tnuune es capaz de resolver una infec-
cidn por llistoplasma mediante Ta eliminacién dol hongo a través de sus efec
tores celulares. Sin embargo, en los casos en que la infeccién provoca dafio

tisular severo y sostenido, el aparato inmune carece de eficiencia en Ja -
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eliminacién del microorganismo y produce lesiones compatibles con las 'obseg;
vadas en la hiperactivacidn de la respuesta inmune celular (hipersensibiih
dad retardada).

Frente a un sistema inmune sin alteraciones detectables y en presen
cia de um histoplasmosis severa, se deberia pensar en la existencia de meca-
nismos que Ve permitan al hongo evadir los efectores imunoldgicos, o sea,
poca antigenicidad del microorganismo, recambio antigénico, enmascaramiento
de determinantes antigénicos, resistencia a 1a lisis por digestién en fagoci
tos y actividad antifagocitica, entre otros. Alternativamente, es importan
te consjderar la existencia de mecanismos que permitan modificar los siste-
mas de regulacidn de 1a respuesta inmune. Existe la posibilidad de que la --
falla en la eliminaci6n del hongo provenga de una alteracitn en la regula--
cidn de Va respuesta inmune, dando comio consecuencia una incapacidad para

resolver la infeccidn.

8.1. Posibles modelos de requlacidn de la respuestainmune en la histoplas-
mosis,

Para entender las alteraciones en la regulacion, debembs resumir los
conceptos actuales que se han postulado para mantener el equilibrio y por --
tanto la eficiencia de la respuesta inmune.

1. ta interaccidn macrdofago-linfocito T.- La fagocitosis del anti-
geno en la fase aferente de 1a vrespuesta inmunc, asi como su digestidn poste
rior y exposicidn en la superficie de la membrana de los macrdfagoes, en aso-
clacidn con antigenos codificados por genes ligados al complejo mayor de his

tocompatibilidad, permite 1a activacion de los Vinfocitos T ayudadores (Ta)y

-3 -



de los T efectores (Te) (152, 153). En cambio la activacidn de los linfoci-
tos T supresores (Ts) no siempre requiere la presentacién del antigeno por
los macréfagos. Asimismo, la presencia de antigeno solubie estimuia la po-
blacidn T supresora (especifica) con variaciones en la magnitud y/o calidad
de 1a respuesta (154, 165),

2. Actividad de las células supresoras.- E1 balance entre las inte
racciones Ts-Te/linfocites B y Ta-Te/linfocitos B, contribuye a mantener el
equilibrio de 1a respuesta inmune. Una alteracién en estos mecanismos desen
cadena fendmenos autoinmunes por ausencia o falla en la supresidn, asi cowo
por Ya incapacidad de responder en forma adecuada (exceso de supresién),
Por otro lado, se ha'e;tab1ecido que las células supresoras también influ-~
yen en la produccién preferencial de una deterninada clase o subclase de

inmunoqiobulinas, y en la afinidad de la reaccidn con el antigeno, 1o que
incide légicamente en 1a calidad de 1a respuesta (156, 157).

3. E1 papel de los anticuerpos.- Estas moléculas pueden ejercer-un
pspel modulador bisicamente por tres mecanismos:i.- a trayés de un proceso
de inhibicidn de los linfocitos B por retroalimentacidn; proceso que ain -
estd poco aclarado (127, 128). 1{i.~ eliminando o enmascarando al antigeno,
1o que no permite Ya activacion o reactivacion de las células efectoras o -
reguladoras (158, 169)., iii.- a través de una interaccidn directa de los -
anticuerpos especificos con los receptores para el antigeno en los linfoci-
tos, de acuerdo con la hipétesis de 1a red de Jerne por anticuerpos anti--
idiotipo (160, 161). E1 anticuerpo anti-idiotipico que reacciona con deter-
minantes ubicados en el sitio activo de los anticuerpos (idiotipo), donde -

estd el punto de combinacidn con un determinante del antigeno especifico -
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puede también reaccionar con los receptores de superficie para el antigeno,
situados en los linfocitos que poseen determinantes andlogos, de ahi que -
los anti-idiotipos pueden tener por lo tanto actividad antireceptora. Los
complejos antigeno-anticuerpo son particularmente eficaces para inducir la
produccidn de anticuerpos anti-idiotipico (162). Estos anticuerpos pueden
reaccionar con los linfocitos B y T (163,164) y la clase y subclase de sus
inmunogiobulinas influye en el resultado de la interaccidn; en algunos sis
temas modelo el anticuerpo anti-idiotipo heterdlogo 1gGl activa los linfo-
citos B y la célula cooperadora T (164) mientras que se ha demostrado &ue
el anticuerpo heterdlogo I9G2 suprime las reacciones inmunolégicas especi-
ficas (165). E1 anticuerpo anti-idiotipo puede inactivar las células T in
vivo (166) y también se sabe que la reactividad del injerto frente al hués
ped (respuesta celular) disminuye especificamente en los animales activa--
mente inmunizados para producir anticuerpos anti-idiotipicos (167,168)

Los antecedentes citados apoyan la funcién reguladora de las mo-
1éculas de anticuerpo, tanto por mecanismos que implican especificldad
como por mecanismos de reactividad cruzada,

De acuerdo a lo anterior, se propone que la respuesta inmune en la
histoplasmosis no es eficiente debido a fallas en algiin sitio del sistema
inmunoldgico, ya sean inducidas por el hongo sobre la regulacién o promo--
viendo un escape de 1os.efectores. En 1a infeccidn histoplasmosa se postula
que en los casos donde se manifiesta la enfermedad, 1a interaccion linfoci-
to T-macréfago estd alterada y que Esta alteracién se manifiesta en el huds
ped a través de la incapacidad de destruir al hongo (hiporreactividad inmu-

ne celular) o de promover la destruccion 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 destruccidn
de células y tejidos. Esto se apoya en el hecho de que se desconoce el meca-
nismo de patogenicidad caracteristico de H. capsulatum, ya que en los proce-

sos de infeccidn de macréfagos in vitro donde hay sobrevivencia del hongo in

tracelularmente, no se ha podido identificar ningin componente especial del
hongo comprometido con su poder agresor. Ademds, se sabe que los macréfagos
inmunes son capaces de fagocitar mis activamente los hongos y que éstos no
son destruidos en su totalidad intracelularmente (33-36).

Por 1o expuesto, se proponen en este trabajo los siguientes mecanis
mos por los cuales los anticuerpos anti-liistoplasma estarian inhibicndo la
respucsla celular en la histoplasmosis: A) por efecto anti-idiotipo dando -~
reaccion cruzada con idiotipos presentes en los linfocitos (Fig.16); B) A -
través de los sitios de reconocimiento para los receptores Fc (FcR) en super
ficies celulares (Fig.16). Con respecto al primer mecanismo Se proponen tres
alternativas,1) E1 anticuerpo formado contra el antigeno presenta reaccion -
cruzada, actuando cono anticuerpo anti-idiotipo al reconocer los determinan-
tes idiotipicos presentes en los receptores del antigeno de los Vinfocitos T
efectores de la respuesta celular. 2) EV anticuerpo anti-Histoplasma indu-
ce la formacién de anticuerpos anti-idiotipo, los cuales podrian reconocer -
los idiotipos del anticuerpo anti-Histoplasma y determinantes similares - -
presentes en los receptores celulares de células T efectoras. Colizzi et al.
(169) encontraron en otro modelo intracelular que los anticuerpos auto-anti-
idiotipo producidos en la infeccidn con BCG, inhiben la capacidad de transfe

rencia pasiva de la intradermorreaccidn al antigeno especifico dada por las
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células inmunes donadoras, en ratones receptores normales desafiados con PPD,
lo que constituye un claro apoyo a este p]anteémiento; 3) Los anticuerpos
anti-Histoplasma que dan reaccidn cruzada o bien los auto-anti-idiotipos for
mados durante Ya infeccion,reconocen los determinantes idiotipicos de los re
ceptores de las células T supresoras activindolas; éstas a su vez actan so-
.bre Yos Yinfocitos T efectores disminuyendo su funcidn y por tanto la res- -
puesta celular es deficiente. Se ha encontrado que la intradermorreaccion de
ratones BALB/c a un hapteno especifico (fusforilcolina),puede ser suprimida
por Ya transferencia pasiva del anticuerpo anti-idiotipo T-15 (producido con
tra la fosforilcolina unida a la proteina de mieloma TE PC-15) o bien por --
e) anti-hapteno que expresa también el idiotipo dowinante  T-15 (130), £) -
suero anti-idiotipo induce la actividad de Vas células T supresoras especifi
cas para el {diotipo, las cuales actdan suprimiendo tanto Ja fase inductora
como la efectora de la intradermorreaccién al hapteno:Sy et al, (12§, 170-
172} han estudiado el mecanismo por el cual los idiotipos regulan la funcion
&e las células T en la hipersensibilidad retardada al hapteno p-azofenilarse
nato. Sus datos muestran que las dosis de anticuerpos anti-idiotipo que fue
ron administradas después de la estimulacién antigénica inducen la formacidn
&e células T supresoras que inhiben la respuesta de hipersensibilidad tardia,
En este caso el sistema de supresidn idiotipica esta mediado por células T -
‘supresoras que pueden funcionar por la accitn de un complejo inmune idiotipo-
ant{-idiotipo. Esos mismos autores (173) mostraron que las células T'supresg
. ras de sequndo orden, las cuales expresan receptores anti~ldiot1po, son indu
cidas por células T supresoras con marcadores I-d*. EVlos sugieren que estos

«dos tipos de células T se estinulan mutuvamente y que las células T de sequn-
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do orden pueden tener receptores anti-{idiotipo capaces de unirse al idiotipo,
Por tanto, la supresidn idiotipica pued? ser directa o indirecta, en este ca
so por medio de cBlulas supresoras de segundo orden, dependiendo del estimu-
Yo inicial.

Otros investigadores (174, 175) han demostrado que la porcién Fc de
los anticuerpos anti-idiotipo es necesaria para suprimir la respuesta inmune,
1o que sugicre que la supresidn via anti-idiotipo puede ser mediada por la =
interaccion del anti-idiotipo con el receptor para el antigeno y con el re--
ceptor Fc, o bien por el cruce de ambos receptores sobre la superfiéie del -
linfocito,

Los posibles modcios de interferencia de los anticuerpos anti-Histo-
plasma en la respuesta celular donde participan los receptores Fc presentan
también diferentes opciones (Fig. 16): 1) Que existan receptores en los lin
focitos y macrdfagos supresores para la porcién Fc del anticuerpo, la cual -
se uniria a estas c&lulas- promoviendo la supresidn de los linfocitos T efec
tores; este modelo encuentra apoyo en el trabajo de Moretta et al. {176). -
2} Otra posibilidad aunque mis remota,es que los linfocitos T efectores acti
vados, tuvicran receptores para Fc ademds del receptor para el antigeno,de
ahi que al unirse el anticuerpo - podrian enmascarar a los receptores para el
antigeno, o bien provocar cambios membranales en los linfocitos que evita- -
rian que estas células Tlevaran a cabo la estimulacion por el antigeno. Los
complejos antigeno-anticuerpo son las formas ideales para producir una"intro
misidn ilicita*de los anticuerpos auto-anti-id{iotipos. Se ha propuesto que ~
es bajo esta forma que dichos anticuerpos interfieren con la accién de los

linfocitos T;Hayward et al. (177) sugieren que la inmunosupresidn encontrada
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in vitro al poner en contacto linfocitos T y complejos immunes, es provocada

por 1a interaccidn de la porcidn Fc de las inmunogtobulinas presentes en los
complejos inmunes con los receptores Fc de los linfocitos supresores, desen-
cadendndose asi el efecto supresor. Ademds, tanto los complejos inmunes que
contienen IgG como los que contienen IgM pueden provecar que las células T
in vitro adquieran actividad supresora (177).

Por Gltimo, es posible ptantear en 1a histoplaswosis, que la concen-
tracion del anticuerpo juega un papel importante en la accién y expresion de
la respuesta celular, segin su relacidn con el antigeno (Tabla 6).

Las investigaciones realizadas hasta el womento sobre el papel de --
los anticuerpos en la respuesta celular han permitido plantear los modelos -
de accidn anteriores, donde se asocian los anticuerpos con los mecanismos de
regulacion de la respuesta inmune celular. Reconocemos el hecho de que estos
modelos son hipotéticos y adn presentan interrogantes que hay que resolver;
algunos se apoyan en datos experimentales , sin embargo, faltan mis conoci--
mientos que permitan fundamentar directamente estas hipotesis en el modelo -

de la infeccién por Histoplasma capsulatum.

Con el interés de someter a 1a comprobacidn algunos de los plantea--
mientos sefialados en los modelos de reqgulacidn por anticuerpos, se sugieren
a continuacifn los siguientes proyectos de investigacidn:

1,~ Obtencién de anticuerpos anti-idiotipo (Anti-id) por la immuni-
zacifn de an%males con anticuerpas monoclonales para H. capsulatum.

2.~ Determinacidn de la actividad de los anticuerpos anti-idiotipo
obtenidos ,en 1a evolucidn del proceso infeccioso de animales infectados con

el hongo.
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3,- Caracterizacién de la interaccién del anti-id y de anticuerpos -
anti-Histoplasma con poblaciones celulares enriquecidas de células adheren--
tes y linfocitos T; buscando identificar una funcién supresora como resultado
de estas interacciones, en un sistema especifico y en sistemas no relaciona--
dos.

4.- Observacidn del papel de los fragmentos Fc de los anticuerpos an
teriormente citados en la respuesta de los animales a la infeccidn histoplas-
mosa, desarrollada post-inmunizacién con anticuerpos anti-id o anti-liistoplas-

ma con o sin la porcién Fc.

Estos planteamientos representan algunas de las perspectivas futuras

de investigacidn para dar continuidad a esta linea de trabajo experimental,
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9. COMENTARIOS,

Toda 1a informacidn presentada permite elucubrar sobre los factores
que intervienen en las alteraciones de 1a respuesta inmune celular en la -

histoplasmosis. Se sefialan algunas consideraciones;:

1.- La persistencia del antigenc en el huésped puede ser un factor
de sobreestimulacidn de 1a vespuesta inmune celular que favorezca una acti-
vacion capaz de superar la barrera de ayuda o beneficio (hiperreactividad
inmune celular),

2.- La existencia de defectos en los diferentes mecanismos de regu
lacion de la respuesta inmune, en especial de la respuesta mediada por célu
las, favorece la implantacidn de la infeccion., Estos defectos pueden ser --
causados por una posible hiperactivacién de cé&lulas T supresoras que deter
mine una relacion desfavorable en 1a defensa de la respuesta celular, por
la via de una interaccifn T supresora-T efectora (Ts-Te) (hiporreactividad
celular); alternativamente se postula que los anticuerpos anti-idiotipo -~
formados durante la infeccidn o los compiejos Ag-Ac 6 bien el anticuerpo -
anti-Histoplasma por cruce inmune dando actividad de anti-idiotipo, pueden
actuar inhibiendo directamente a 1a cé&lula T efectora de 1a respuesta celu
Var o estimulando las células supresoras, que a su vez actien sobre las T
efectoras.

Es evidente que aln quedan muchos puntos por aclarar acerca de la_
fenomenologia inmune en este modelo infeccioso. Nuestro interés sobre 10s
aspectos de regulacidn inmune se debe a que creemos que en este tipo. de
infecciones las acciones de nivelacién de una respuesta celular adecuada
se ejercen a través de un mecanismo modulador, que evita posibles dafios al

huésped.
-39 -
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10. SUMAARY.

flecause of its characteristic intracellular parasitosis, its affinity
for the phagocytic mononuclear system and the resulting typical granulomatous
tesions, the histoplasmal infection constitutes a good model for the study of

the cell-mediated immune mechanism.

In this study, the role of the immune response in histoplasmosis
through the T lymphocyte-macrophage interaction, both in human and animal
models is revised. Furthemore, the basic knowledge concerm"ng humoral response
and the possible mechanisms for immune regulation in this disease have been
established. Finally a theoretic wodel concerning the regulation of the cell
mediated response by antibody, reaffirming the relationship between immunity

and pathogenesis in this infectious process is presented.
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FIG. 1. FASE MICELIAL DE Histoplasma capsulatum. E1 hongo fué cultivado
en medio de agar cerebro corazén a temperatura de 25°C. Se ob-
servan las macroconidias espiculadas de H. capsulatum
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FIG. 2.

FASE LEVADURIFORME [€ H.capsulatum. Las levaduras fueron obte-
nidas por cultivo del hongo en medio de infusién cerebro cora-
26n suplementado con cisteina y glucosa, seguida de incubacidn
a 37°C. Para su observacion 1as levaduras fueron tefiidas con
Wright (1250 x),
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FIG. 3.- RADIOGRAFIA DE UNA HISTOPLASMOSIS PULMONAR CRONICA GRAVE.
Se observa lesidn cavitaria encapsulada.

- 57 -



L

FIG. 4. MACROFAGO PARASITADO CON LEVADURAS DE Histoplasma capsulatum. Se obtu
vieron 1os macréfagos de exudado peritoneal dé ratdn y se cultivaron™
a 37°C en medio de RPMI-1640 suplementado con suero fetal de ternera,
piruvato, L-glutamina y antibi6ticos durante 24 hrs. Posteriormente -
se infectaron con levaduras de H. capsulatum. Después de 24 hrs de fa
gocitosis, las células se fijaron y tineron con Wright (1250 x).
Lev - levadura; N - nicleo.
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FIG. 5.- MICROFOTOGRAFIA.ELECTRONICA DE MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON
A LOS 5 MINUTOS DE UNA INFECCION CONTINUA CON HISTOPLASMA. Se
observa ausencia de células del hongo.

- 59 -



w3,

FIG. 6.- MICROFOTOGRAFIA ELECTRONICA DE MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON
A LAS 24 HRS DE UNA INFECCION CONTINUA CON HISTOPLASMA. Se iden
tifica 1a ingestién de una hifa (parte miceliana) y levaduras <
en diferentes etapas de digestion en las vesiculas fagociticas.
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FIG. 7.- SECUENCIA FOTOGRAFICA DE LA FAGOCITOSIS DE Mycobacterium tuberculosis
Y DE LEVADURAS DE Histoplasma MARCADOS CON TSOTIOCTANATO DE FLUORES-
CEINA. A) MacrGfagos solos; B) M. tuberculosis- 30 min de fagoci-
tosis; C) H. capsulatum - 30 min de fagocitosis; D) M. tuberculosis
24 hrs de fagocitosis; E) H. capsulatum - 24 hrs de fagocitosis,

- 61 -



RELACION Mf / P

TIENPC DE INFECCION

FIG. 8.~

[§e]
-]
o]

HUMERO DE HACROFAGOS CON FFL

NUMERD DE MACROFAGOS CON FUSTON FAGOSOMA-LISOSOMA (FFL) SEGUY LA --
DOSIS Y. EL TIEMPO DE INFECCION. Macrifagos peritoneales de ratbn --
BALB/c cultivadosen RMI- suplementado con suero, L-glutamina, piry
vato y HEPES fueron marcados con naranja de acridina (5 Ag/ml de --
RPMI pH 70). La infeccidn se procedid sincronizando la adhcaién de
los garésitus ad4°Clh. s désig de infecgidn fueron: 1x10° Mf/
5x10° p; 1x106 Mf/5x106 p y 1x10° MF/10x10° P, De cada tiempo y -
dosis de inFeccidn se contaron 100 macréfagos @l Hf infectados con
H. capsulatum; ©1 Mf infectados con M,tuberculosis (cepa de refe--
rencia); 3 Mf sin infectar.  Mf="macrafago; P= parasito,
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FIG. 9. FRECUENCIA NE FUSION FAGOSOMA-LISOSOMA (FFL) EN MACROGAGOS FAGOCI-
TANDO LEVADURAS VIVAS 0 MUERTAS. Macrdfagos de la linea celular J774.2
cultivados en medio de Dulbecco modificado enriquecido con suero
fetal de teriera, fueron puestos a fagocitar diferentes dosis del
hengo, sincronizando Ya adhesion a 4°C por 1 h, Los macrdfagos fue-
ron previamente marcados con naranja de acridina (NA) y las frecuen
cias de FFL fueron calculadas segin la férmula A-B/C; donde A = No,
de marcas fluorescentes por 100 macréfagos tefiides con NA y puestos
a fagocitar el hongo en un tiempo X; B="No, de marcas fluorescentes
por 100 macrifago tefiidoscon NA y sin fagocitar en un tiempo X; €=
No. de levaduras adheridas por 100 macrdfago sin NA en el tiempo
cero; MP = macrdfagos; P= pardsito; X= tiempo de fagocitosis de §°,
30" y 60'. Los resultados expresan el promedio de 3 experimentos.
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FIG. 10~ FRECUENCIA DE FUSION FAGOSOMA-LISOSOMA (FFL) EN MACROFAGGS INFECTADOS

CON CEPAS DE HISTOPLASMA CON DISTINTOS GRADOS DE VIRULENCIA, Los ma--
créfagos tratadas con naranja de acridina fueron infectados sincroni-
zando la adhesibn dg Tos pngasitos a 4°C por 1 h. Se utilizé una rela
cion Mf/P de 1 x 10076 x 105, Para obtener 1os valores de frecuencia
de FFL se aplicd Ja Tormila descrita en la figura 9 3 Hf {nfectados
con cepa de menor virulencia de H, ¢ __gsulatum (Mo, 6037), &3 Mf in--
fectado con cepa de mayor virulencid de I, capsulatum {Lebén Pérez),
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FIG. 1l.- MOVILIZACION DE PROTEINAS DE MEMBRANA DE MACROFAGOS POR LA

INFECCION IN VITRO CON Histoplasma capsulatum. Se utilizaron
?acrégggos'TlxIUB; de li}Tﬁnea cggglar 3-77§i2. Las levaduras
5x107) de Wistoplasma (cepa 50. se opsonizaron con Ig6 -

~ anti-Histoplasma purificada por cromatografia de afinidad. La
movilizacion ¥§5Ias proteinas macrofagicas se hizo por incor-

poracién de I utilizando la técnica de lactoperoxidasa y -
corrigiendo las cuentas totales en funcion de 1a cantigad de
macréfagos determinada por incorporacién de timidina H9,
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FIG. 12.-

DISTRIBUCION GRAFICA DE LA DLgy CON CEPAS DE Wistoplasma -
capsulatum EN RATONES BALB/c. ge trabajé con ratones singé-
nicos machos y hembras de diferentes edades; las cepas de

Histoplasma fuevon mantenidas en fase levaduriforme a 37° €
en medio de BHI enriquecido con L-cisteina y glucosa. Para

1a determinacion de la DL50 se utilizd el método de Reed &
Muench,
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PORCIENTO DE SOBREVIDA

FIG. 13.-

B R TS O N

100]
NORMAL
CONTROL
INFECCION
NORMAL

504

ANTI-HISTO

10 povenvr

3 HORAS ANTES 10 DIAS DESPUES

EFECTO DE LA TRANSFERENCIA PASIVA DE ANTICUERPOS ANTI-Histoplasma
EN LA RESISTENCIA A LA INFECCION HISTOPLASMOSA. Se infectaron ra-
tones machos adultos de la cepa singénica BALB/c con una désis -
subletal de levaduras del hongo., Se transfirié suero anti-|listo-
plaswa o suero norual 3 hrs antes o 10 dias después de la infec-
cién, Se determing la sobrevida de los animales. E§§§ suero anti-

Nistoplasma; suero normaly [T control de infleccién sin
transferencia uero.
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% INCREMENTO DEL GROSOR DEL COUNETE PLANTAR

F1G, 14.-
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. 24 % s 8 24
DIAS POST = INFECCION

EFECTO DE LA TRANSFERENCIA PASIVA DE ANTICUERPOS EN LA HIPERSENS]-
BILIDAD TARDIA DE RATONES INFECTADOS CON Histoplasma capsulatum.Se
transfirieron a grupos de ratones singénicos BALD/c anticuerpos a

tos 10 dfas después de 1a infeccidn con el honyo. Se midib 1a hi-

persensibilidad tardia por la prueba de hinchazon del cofinete, - -
plantar utilizando Ya histopiasmina (30 ug proteipa/ 0,05 ml} como
antigeno de desaffo. Se formaron seis grupos de transferencia a -~

saber; G-1 control de infeccidn sin transferencia; G-2 suero anti-
Histoplasma; G-3 suero novmaly G-4 suero anti-l{istoplasma preci-
pitado con sulfato de amonio; G-5 suero anti-llycobacterium precipi
tado con sulfato de amonio; G-6_l14G anti-HistopTasma purificada

por cromatografia de afinidad, Kl La

oyecciones en perspecti-
va representan la desyiacién standar. ratones infectados; Eelel
control sin infeccidn.
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POSIBLES MODELOS DE INTERFERENCIA DE LOS ANTICUERPOS ANTI- Histoplasma
EN LA RESPUESTA CELULAR,

(A} PoR EFECTO ANTI-IDIOTIPO- LOS ANTICUERPOS ANT |- lidloplaisa
TIENEH REACCION CAUZADA CON IDIOTIPOS PRESENTES EH LINFO-

ci10s,
()] )
~
A
O-g QL O,
—{~feceptor Ag _;_)000 , OO
—C-c anti-istoptasms 1\QT  {(-det. cetulares oL o
" idiotipicos [}
RIC +,
"+ DEIERMINANTES 1000T1PICOS OETERMINANTES 151011P1C0S RIC
PRESENIES EN LOS RECERTO- €K POBLACION AUKENTADA DE
_RES DEL Ag 1,

Abreviaturas: Tes Célula T efectora de 1a respuesta celular; Ts= Célula T supresors.
RICs Respuesta fnmune Cetular.

F1G.15.~ MODELQ TEGRICO DE LA ACCION DE LOS ANTICUERPOS SOBRE LA
RESPUESTA CELULAR EN LA HISTOPLASMOSIS. PARTE (A).
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POSIBLES MODELOS DE [WTERFERENCTA DE LOS ANVICUERPOS ANTI-tistoptaim
EN LA RESPUESTA CELULAR,

(B) A TRAVES DE LOS SITIOS DE RECONOCIMIENTO PARA FCR DE LOS
ANT [CUERPOS ANT1- Hisfoplasms EN SUPERFICIES CELULARES,

n @

\ 7/ L s
{@a vs@ :ﬁ}}

~

R, 2
DAQ 0 a
-Cnu:utor A9 0 a
i g g
<K letise R R

RECEPTORES FCR EN T 0 Mg RECEPTORES FCR EN CELULAS
T EFECTORA R.1.L. (1)

Abrevisturas: Tes Célula T efectora de 18 respussta celular; Tse Célula T supresors;
Mss Macréfago con activided supresora.
RICs Respuests Insune Celular,

FI6. 16.- MODELO TEORICO DE LA ACCI
ON DE LOS ANTICUE| -
RESPUESTA CELULAR EN LA HISTOPLASMOSIS, PAS#?S(E())‘.]RE H
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TABLA 1.~ ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD DE ANTIGENOS CRUDOS Y PURIFICADOS
DE Histoplasma EN LA REACCION DE FIJACION DEL COMPLEMENTO FRENTE A -
SUEROS DE PACIENTES CON HISTOPLASMOSIS Y COCCIDIOIDOMICOSIS.

Titulos RFC Titulos RFC
~ SUERO 75 ug proteina/ml del 100 ug proteina/ml del
antfgeno ant ¥geno
HP CPP CPPD CD Hp crp CPPD cD

SHl 1:4 1:4 1:128 1:8 1:64  1:32 1:32 1:2
SH, - 1:2 1:2 - 12 12 1:2 -
SH3 1:8 1:16 1.8 1:4 NO REALIZADO
SH4 1:612 1:64 1:16 1:256 1:40% 1:4096 1:1024 1:8
Sll5 1:2 1:32 1:16 1:2 1:8 1:8 1:16 1:2
SH6 1:4 1:16 1:4 - o 1:8 1:4 1:8 1:2
SII7 1:8 - 1:16 1:4 1:8 1:4 1:16 1:4
SHg 1:2 - 1:4 1:2 - - 1:4 -
SHy 14 1:2 1:2 1:8 12 12 1:2 -
SHw 1:16. 1.8 1:16 1:8 1:16 - 1:16 1:8
SH“ 1:2 1:2 1:2 1:2 1:4 - 1:4 -
5"12 1:2 - 1:2 - 1:8 1:8 1:8 1:16
SM13 NO REALIZADO 1:2 1:2 1:4 -
SCl R 5 T I §3 {1 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
SC4 1:8 1:4 1:4 1:5612 1:8 1:8 1:2 1:512
SC5 1:4 1:2 - 1:8 - - - 1:2
566 - - - 1:2 1:2 - - 1:2
SC7 - - - 1:4 1.2 - - 1:8
SC8 1:2 - - 1:8 NO REALIZADO
SN
{1 a1 10) NEGATIVO NEGAT IVDO

RFC- Reaccién fijacién del complemento 50% de hemélisis . SH - suero de histo-
plasmosis; SC- suero de coccidioidomicosis. HP- histoplasmina, CPP - comple--
Jo polisacirido proteina de Histoplasma, CPPD - complejo polisacdrido proteina
desproteinizado por pronasa y Sévag de Histoplasma; CD- coccidioidina.
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TABLA 2.- COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE ANTIGENOS CRUDOS Y PURIFICADOS DE Histoplasma Y
Blastomyces POR LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION

TITULOS  HEMAGLUTINANTES

TIeQ Histoplasmina CPPD-Histo Blastomicina CPPD-Blasto
SUERD 51,3 ug/ml prot. 60 ug/ml prot. 48.5 ug/ml prot. 52.0 ug/ml prot.
Coccidioido-
micosis
(5) 1:512(1/5) ‘ - 1:4(2/5) (-) (5/5) 1:2 (1/5)
Paracoccidioi-
domicosis
7 1:2(3/7) (-) (7/7) 1:2 a 1:4(3/7) 1:8(1/7)
Blastomicosis 1:4(1/4) - 1:4(2/4) 1:4(1/4) 1:4{1/4)
(4) 1:16(1/4) 1:64(2/2) 1:64(2/2)
Histoplasmosis
(28) 1:2 a 1:4(7/28) 1:2 -a 1:4(9/28) 1:2 a 1:4(5/28) 1:2(1/28)
1:8 'a 1:512(11/28) 1:256 a 1:512(6/28) 1:8 a 1:128(17/28)
Nor?;B 1:4(2/7) (<) (7/7) 1:4(1/7) (-)1/7)

Se utilizaron sueros de pacientes con diagndstico comprobado para cada una de las micosis seftaladas. La
hemaglutinacidn se realizd por el método de glutaraldehido y se leyd a las 2 y 24 hrs de reaccidn. La
determinacidn de proteinas se hizo por la técnica de micro-Kjeldahl y 1a de Lowry . Las fracciones en
Tos paréntesis indican el nimero de sueros con titulo hemaglutinante sobre el nimero total de sueros -
utilizados por cada micosis.
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TABLA3,- COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE ANTIGENOS CRUDOS Y PURIFICADOS OE Histoplasma
Y Blastomyces POR LA PRUEBA DE FIJACION DEL COMPLEMENTO.

TITULOS FIJADORES DE COMPLEMENTO

TIPO Histoplasmina CPPD-Histo Blastomicina CPPD-Blasto
SUERO 50% hem6lisis 50% hemolisis 50% hemdlisis 50% hem6lisis
Coccidioido-
mit(:gi'is 1:2 (2/3) 1:2 (2/3) 1:2 (1/3) (-} (3/3)
Paracoccidioie 1:64 a 1:256(6/6) 1:2 a 1:4(3/6) 1:8 a 1:256(6/6) 1:16 a 1:256(6/6)
domicosis 1:8 a 1:128(3/6)
(6)
512350'““05“ 1:2 (1/2) 1:2 a 1:4(2/2)  1:4(2/2) 1:4(1/2)
Histoplasmosis 1:2 4 (7/25) 1:2 a 1:4(14/25) 1:2 :4(10/25) 1:2 a . 4(10/25)
(25) 1:8 1: 28(10/25) 1:8 a 1:16(6/25) 1:8 :32(3/25) 1:8 a 1:32(2/25)
Normal 1:2(2/7) -) () 1:2 (1/7) ) ()

Se realizé la microtécnica de reaccidn de fijacién del complemento al 50% de hemdlisis. Las fra-
cciones en los paréntesis indican el nimero de sueros con titulos fijadores del complemento sobre
el nimero total de sueros utilizados por cada micosis.
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TABLA 4.- CAMBIOS EN LA RESISTENCIA A LA INFECCION HISTOPLASHMOSA POR LA TRANSFERENCIA PASIVA DE CELULAS
DE BAZ0 DE RATONES MENORES DE 1 MES.

RECEPTORES SINGENICOS .

DORADORES :
EDAD Y POBLACION TRATAMIENTO (Rx) INFECCION NO  INFECCION
CELULAR TRANSFE- (EDAD) NUMERD DE MUERTOS NUMERO DE MUERTOS
RIDA. :
EXPERIMENTO EXPERIMENTO
1 2 3 1. 2 . 3

1 Mes ’ RX
(Bazo) 4.5 5(9)* 7(9) 7(9) )09 o0(9) 0 (10)
1 Hes -
(Bazo) 4.5 3 (9) 4 (10) 4 (20)]2(9) 2 (9) 0 (10)
4.5 Meses Rx
(Bazo) 4.5 NR** 1(9) 0100 KR 0(10) 0 (10)
4,5 Meses .
(Bazo) 4.5 2 (9) 0 (10) 0 (10) 0(9) 0 (9) 0 (9)
Ninguna - -

4.5 0 (9) 2 (8) 0 (10)
tinguna -

(1) 7 (8) 9 (10) 7 (gﬂ
ltinguna Rx

4.5 9 (2) 9(9) 9 (9)

Se utilizaron ratones singénicos machos de 1a cepa BALB/c. La transf;renc1a se hizo a 1as 24 horas post-
irradiacidp. E1 nimero de células donadoras transferidas fué de 1x10° cé&lulas de médula Gsea de animales adul
tos v 5x10/ de células de bazo de ratones de 1 mes contenidas en 0.3 m} respectivamente y administradas por
via retroorbital. La dosis de irradiacion fué de 700 rad. La infeccién con 1evgduras de Histoplasma cepa No.
5037 se realizd una semana post-irradiacion., La dosis de infeccién fué de 4x10° levaduras/ml. Las células de
rédula dsea fueron transferidas solamente a los animales irradiadas (*) Los paréntesis contienen el nimero to
tal. de cada grupo de animales. (**) NR= no realizado. 4
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TABLA 5. - CAMBIOS EN LA RESISTENCIA A LA INFECCION HISTOPLASMOSA POR LA TRANSFERENCIA PASIVA DE  --
CELULAS ADHERENTES Y NO ADHERENTES DE BAZO DE RATONES MENORES DE 1 MES.

POBLACION (1)

DORADORES CELULAR DOSIS DE % MNMUERTE CONTROLES % MUERTE
TRANSFERIDA CELULAS
__(BAZ0) TRANSFERIDAS

1 mes Adherente 1x 107 50.0 Infeccidn 4.5 meses 8.33
No adherentes 1x 107 84.6 Infeccion 1 mes 81.8
Totales 5 x 107 62.5 Transferencia 4.5 meses 0

No infectado.
v Rx 800 rads 1x 107 40.0 Irradiaci6n 4.5 meses 100

No adherentes 7
+om (2 1x 10 80.0
Totales + 1x 107 50.0
anti-theta
Totales + 1x 10 58.3
monocionatl
anti-Thy 1.2

4.5 meses Totales 5 x 107 9.09

Se utilizaron ratones machos.singénicos BALB/c como receptores de las células transferidas. Los animales
receptores fueron irradiados con 700 rads y transferidos 24 nrs después con células de médula 6sea (1 x 10')
de ratones adultos. Todas las transferencias se realizaron por via retroorbital en un volumen de 0.3 ml.
Las células tratadas con SAH, anti-theta y el monocional anti-Thy 1.2. fueron incubadas a 37° ¢ con comple
mento, lavadas y ajustadas previa su utilizacién. Se infectaron los ratones a la semanz post-transferencia
con una dosis de 4x108 levaduras/ml de la cepa 5037 de H. capsulatum. (1) E1 porcentaje de muerte expresa
tos resultados de 3 experimentos utilizando un promedic de 7 a 8 ratones por cada lote experimental (2).
SAN-suero antimacrdfago obtenido en conejo.
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TABLA 6, POSIBLE ACCION REGULADORA DEPENDIENTE DE LA CONCENTRACION DE ANTICUERPOS
Y SU INTERACCION CON EL HONGO, H. capsulatum.

TITULOS
DE ACCION RESULTADO
ANTICUERPOS
Enmascaran determinantes anti-
Altos génicos de) hongo haciéndolos Hiporreactividad celular.
inaccesibles a la respuesta ~- Requlacidn alterada,
de los linfocitos. Dario.

No afectan al reconocimiento -

No detectables del antigeno por los receptores

Inmunidad celular regulada

6 nulo de los 1infocitos adecuadamente,
Bajos o no No existe ninguna inhibicion - Hiperreactividad celular.
detectables por parte del anticuerpo. (hipersensibilidad).

Regulacion alterada.
Dafio.
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INFECCION IN VITRODE HISTOPLASMA CAPSULATUM EN MACROFAGOS
PERITONEALES DE RATON

vor Maria Lucia Taylor*
Blanca Rico Galindo*

Maria Teresa Benitez**
Gerardo Diag Sanchez**
Ana Maria Castro*
Guadalupe Polito Alarcin* y
Conchita Tortello*

IN VITRO INFECTION WITH HISTOPLASMA CAPSULATUM IN MICE
PERITONEAL MACROPHAGES

SUMMARY

‘The importane of the macrophage in the histoplasmal infection, was investigated
during an in vitro study of the binomial mucrophage-fungus. Different techniques were
used including optical microscopy, histochemical methods with fluorescein isothio-
cyanate and finally using electronic microscopy. "The optimal resolution dose of the in
vitry infection by the macrophages was estimated (5 x 108 yeasts/ 108 macrophages).
With this dose a phagoeytic time infection Kinetie was obtained in order (0 determine
the resolution of infection at different tme intervals, “The dati observed with these me-
thods suggest that the attachment, the ingestion time and in general the entire pha-
gocytic process of H. capsulatum, develops a different kinetic than the microorganism
used as control.

RESUMEN

Considerando que el papel del macréfago es fundamental en la evolucién de la in-
feccién histoplasmosa, se estudié in vitre el binomio macréfago-hongo a nivel de micros-
copia éptica y por métodos histoquimicos, Se utilizé el isotiocianato de fluoresceina y
se hicieron observaciones en microscopla electrénica. Se determind la dosis 6ptima de
resolucién de la infeccidn por los macréfagos (5 x 10 levaduras/ 106 macréfago), con la

® Departamento de Ecologla Humana, Faculbtad de Medicina, U.N.A.M. 04510 México, 1), F.
*¢ Departamento de Histologla y Unidad de Microscopla Electrénica, Facultad de Medicing, U.N.AM. |
04510 México, D, F.
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cual se realizé una cinética de tiempo de fagocitosis para determinar la resolucién de
‘la infeccién en los distintos perfodos de tiempo. Los datos obtenidos con los métodos
empleadoy, sugieren que la adhesién, el tiempo de ingestién y en general todo el proce-
so fagocitico de M. capsulatum desarrolla una cinética diferente a la del control utiliza-
do,

INTRODUCCION

La histoplasmosis constituye uno de los ms interesantes prototipos de infeccitn
intracelular, en donde el parasito-hongo tiene predileccidn por las células del sistema
reticulo endotelial. El agente etioldgico de la histoplasmosis, Histoplasma capsulatum, es
uh hongo dimérfico que crece en la naturaleza en forma miceliar, el cual presenta dos
tipos de esporas esféricas: las macroconidias equinuladas (8-14um de didmetro), y las
microconidias (2-4um de didmetro). Estas conidias constituyen la forma infectante,
que al penetrar por via respiratoria, producen la infeccién en un huésped susceptible.
El hongo crece abundantemente en suelos ricos en nitrégeno y fésforo, proporcionados
por ¢l guano de murciélago o excretas de aves, encontrdndose principalmente en ca-
sa, gallincros y minas abandonadas. (Rippon 1974, Emmons et al,, 1977).

Los cambios morfoldgicos que sufre ¢l hongo en ¢l huésped, al inicio de Ia infec-
cién, son desconocidos; al parecer este hongo se transforma en levadura en los macré.
fagos alveolares (Rimberlin ef of., 1981). Sin embiango, poco se conoce del momentoy
del sitio en que esta transformacién acurre,

Con frecuencia, la infeccién cura espontdncamente; los casosen los cuales la in-
feccién progresa sugicren que la sobrevida y multiplicacién del Histoplasma en los mo-
créfagos es un factor importante en el desarrollo del cuadro infeccioso.

Parece ser que los mecanismos del huésped para destruir al hongo presentan al-

guna alteracidn, sea porque existan fallas propias del fagocito o en otras ramas de la

-respuesta inmune, o bien, porque la relacién entre el huésped y el parasito produzca

un balance favorable al par4sito en el momento en que ocurre {a infeccién (dosis eleva.

da de! pardsito, inmunosupresién ocasional o no del huésped, etc.) (Taylor ¢ al,,

1984). Por consiguicnte, la sobrevida y multiplicacion del hongo dentro del fagocito
por largo tiempo, constituye, sin duda alguna, una prueba de estas alteraciones.

Los estudios sobre el fenémeno fagocitico en la histoplasmosision escasos. Uno
de los eventos més conocidos relacionado con la fagocitosia de Histoplusma, es la partis
cipacidén de células T inmunes en la activacién de macrdfagos que favorece el proceso
de eliminacién del hongo (Howard, 1975; Howard y Outo, 1977; Wu-Hsiehy Howard,
1984). Por otro lado, se han identificado mecanismos fungicidas capaces de destruir al
hengo, tanto en macréfagos como en polimorfonucleares (Howard y Dabrowa, 1982).

- Ademils, se ha estudiado la influencia de la pared celular del hongo en el fenémeno fa-
gocitico (Sdnchez y Carbonell, 1975), asi como también se ha detectado que el hongo
es capaz de activar la via alterna del complemento, posiblemente facilitando el evento
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fagocftico (Ratnoff et al., 1980), El incremento de la ingestién del hongo por el macré-
fago del huésped, pero no su destruccién intracelular (digestién) en presencia de anti-
cuerpos especificos ha sido estudiada por Sinchez y Carbonell (1975). Sin embargo,
estos conocimicntos no explican los casos especiales donde el hongo vence al sistema
de defensa fagocitario. En tal situacién, dos grandes incégnitas permanecen sin expli-
cacion en la relacién huésped-pardsito establecida en la enfermedad histoplasmosa:
ieémo agrede el hongo al fagocito? y jcdmo escapa el hongo a la muerte intramacrofa-
gica?. Puesto que no se ha identificado ningin producto del hongo con actividad sobre
¢! fagocito y siendo la fagocitosis 1a via final de eliminacidn del parasito, es de funda-
mental importancia entender los eventos que ocurren entre ¢l huésped y el pardsito
" durante este fenémeno.

Este fendémeno no es aislado y depende directamente del funcionamiento dptimo
¢ integral de la respuesta inmune. Tomando en consideracién lo anterior, se presenta
¢l estudio in vitro de la fagocitosis de Histoplasma en el modelo murino, a través de la re-
lacién que se establece entre ¢l macréfago y el hongo. Por ¢l momento, el trabajo se
orientd hacia el estudio de la evolucién de la infeccidn en el tiempo, buscando poner en
evidencia los cambios que ocurren en el pardsito y en el huésped, dados por larelacién
establecida entre ambos, La dindmica y las diferentes etapas del proceso fagocitico en
el tiempo, se¢ estudiaron por observaciones en microscopfa comin, en microscopia
electrénica y a travéy del marcado del hongo con un compuesto fluorescente (isotiocia-
nato de ftuoresceina), '

MATERIALES Y METODOS

Microurganismos: Se utilizé la cepa 5037 de Histoplasma capsulatum, mantenida en
fase levaduriforme a 37°C, con agitacién constante (150 rpm) en medio BHI (infusién
de cercbro-corazén) (Bioxon), suplementado con glucosa (Merck) al 1%, Lecistefna
monohidratada (Merck) al 0.1% y gentamicina (Lab, Scheramex) 25ug/ml. Como
testigo de infeccidn relacionada se utilizé b cepa de Mycobacterium tberculosis Hyy Ry,

Animales: Se emplearon ratones hembras normales, de 6. meses de edad, dela cepa
singénica BALB/c mantenida con purina y agua acidulada (Purina de México) ad libi-
{um, en la estacién de animales del Departamento de Ecologfa Humana de la Facultad
de Medicina, U.N.A.M.

Oblencidn de Macréfagos, Los macréfagos se obtuvieron por lavado peritoncal de las
hembras normales, BALB/¢, Los animales fueron sacrificados por descerebracién y fi-
jados en un soporte en posicidn dorsal, de manera que la parte podalica quedara frente
al operador, Previa ascpsia de la regién abdominal, se expuso la cavidad peritoneal y
con una jeringa hipodérmica de 10 ml, se hicieron varios lavados con solucién balan-
ceada de sales (SBS) adicionada de gentamicina (25ug/ml), apH 7.0, Las células obte-
nidas se centrifugaron y s¢ incubaron durante 10 minutos con T'RIS-cloruro de amonio
al 0.85% a 37°C y posteriormente sc lavaron 2 veces con SBS. Finalmente se contaron’
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en cadmara de Neubauer, utilizando la técnica de exclusidn de azul de tripano y se re-
suspendieron en medio RPMI-1640 (Gibco) en amortiguador HEPES (N-2-
hidroxietilpiperazina-N-2 dcido etanolsulfénice) (Gibco), suplementado con piruvato
y glutamina (Gibeo) y 20% de suero fetal de ternera (Difco) descomplementarizado a
pH 7.0. Las células se ajustaron a una concentracién de 1 x 10 células/ml. Todo ¢l
procedimiento se realizd en estrictas condiciones de esterilidad, a 4°C.

Preparacién del Indculo, Las levaduras mantenida en el medio de cultivo, se lavaron
de cinco a seis veces con solucién salina estéril, se contaron en la region W de la cdma-
ra de Neubauer, de modo idéntico a la cuenta de células blancas. Los agregados de 5
células se tomaron arbitrariamente como una séla célula. Se ajustaron a una concen-
tracion de 2 x 107 levaduras/mit en SBS con gentamicina. '

Cinttica de Infeccién por Dosis. En tubos de vidrio de fondo plano de 7 e de altura x
1 cm de didmetro, que contenfan en el fondo, una lenteja de vidrio de aproximadamen-
te 0.8 cin de didmetro por 0.2 mm de espesor, se colocé 1 ml de la suspension de ma-
créfagos. Se incubaron a 37°C en atmésfera de 5% de CO? durante 3 hrs, luego se lava-
ron 3 veces cn SBS y se procedié a la infeccidn, Esta se hizo diluyendo las levaduras
ajustadas a 2 x 101/ml para obtener lag diferentes dusis, cadia una en un volimen de 20
ul, conteniendo 3.5 x 104, 7 x 104, 1 x 108, 1.35 x 103, 1.7 x 10%, 2 x 10%, 2.4 x 108, 3.2 x
10%, 4 x 103y 5 x 10* células, Se distribuyeron lay distintas dosis en cada tubo con culti-
vo de macrdfago y se incubaron nuevamente durante 3 horas, Se lavaron 3 veces con
SBSy se tifieron con la técnica de Giemsa, Como controles se utilizaron tubos con ma-
créfagos no infectados y tubos con macréfagos conteniendo | x 107 eritrocitas de car-
nero estériles, suspendidos y cuantificados en SBS. Todos los experimentos se hicieron
por duplicado.

Cinética de Infeccion por Tiempo. Se siguié el mismo procedimiento que en la cinética
de infeccion por dosis, utilizando también tubos por duplicado, los cuales después de la
incubacion de 3 hrs a 37°C en estufa al 5% de CO?, sc lavaron y se infectaron con 5 x 10°
levaduras, incubando nuevamente. El primer par de tubos, a los 3 minutos de incuba:
cién, se lavé inmediatamente, el scgundo a los 5 minutos y asf sucesivamente a los 11!
min, 30miny, 3, 12, 24 y 48 horas, procediendo después de los lavados a tediirlos con e
técnica de Giemsa. Para los controles se procedié de un modo idéntico que los de la cl-
nética de dosis, unicamente procesando un par de controles por cada tiempo de incus
bacién estudiada.

‘Determinacidn de la Cinética de Infeccibn por Microscopéa Electrénica. En 10 tubos de vi-
drio de fondo plano (7 cm de altura y 1 cm de didmetro) que contenfan en el fondo un
disco de filtro Millipore con poro de 0.45um, de 0.8 cm de didmetro, se colocé 1 ml de
la suspensién de macréfagos obtenidos por la técnica descrita previamente. Se incuba-
ron a 37°C en estufa de CO* al 5% durante 24 hrs. Luego se lavaron 3 veces con SBS y
se procedio a la infeccién continua con 5 x 10% levaduras, incubdndose a diferentes
tiempas tal y.como.cstd descrito en la cinética de tiempo. Después de la incubacién se
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lavaron varias veces con SBS y se les agregé buffer de fosfatos pH 7.2, tres veces cada
10 minutos y se fijaron con glutaraldehido al 70% durante 30 minutos. Se fijaron poste-
riormente con tetroxido de osmio durante 2 horas. La deshidratacion se hizo con alco-
hol etflico de 60%, 70%, 80% y 90% durante 10 minutos cada uno; posteriormente con
alcohol absoluto haciendo dos cambios de 20 minutos. Finalmente, la infiltracion sc lle-
vé a cabo en Epén al 25%, 50% y 75% (diluldo con alcohol absoluto) durante 24 horas
cada cambio y luego se colocaron las muestras en Epén al 100% durante 2 horas, Por
ultimo, las muestras se desecaron y posteriormente se extrajo el Epén, Se colocaron en
un porta-objetos y s¢ procedio a tomar muestras (0.3 x 0.2 cm aproximadamente). Se
cplocaron ennoldes, sc agregd Epon al 100% y se polimerizé en estufa a 60°C durante 1
hara, Se higieron cortes finos en el ultramicrotomo, se tifieron con azul de toluidina y
se observaron al microscopio éptico. Al localizar el material deseado, se hicieron cor-
tes finos, se colocaroh eii rejillas de cobre y se contrastaron con acetato de uranilo du-
rante 30 minutos y posteriormente con citrato de plomo 15 minutos! Se observé en mi-
croscopio de transmision modglo Zeiss EM9-C2, SimuiltAneamenté se trabajé con con-
troles normales de macréfagos sin infeciar.

Determinacion de la Cinética de Infeccién por Microscopla de Finorescencia, El marcado del
microorganismo se hizo con isotiocianato de fluorescelna (ITF), en una relacién de 50
ul de I'TF en dimetil sulféxido por ml del paquete de microorganismo contenido en
RPML. Se incubé durante 2 hrs en agitacién a temperatura de 4°Cy aun pH 9.0, Se
infectaron los macréfagos cultivados en lentejas de vidrio (1 x 10%células) alos 5, 15y
30minutos, 1, 24 y 48 hrs, con las células de microorganisimos marcados con I'TF, auna
dosis de 5 x 108 levaduras/ml de H. capsulatum y 5 x 10° células/ml de Mycobarterium tu-
berculosis (F137 Rv), usada como control de infeccién relacionada. Simultdneamentc se
procesaron controles de macréfagos sin infectar, La observacién final se hizo por mon-
taje de las lentejas de vidrio con resina o con barniz de ufias y observacion en microsco-
pio de epifluorescencia.

RESULTADOS

Cinética de Infeccidn por Dosis. A las dosis més bajas, de 3.5 x 10*a 1.35 x 10 fueron
escasos los campos en los que se abservaron levaduras. Los macréfagos prresentaron
un aspecto comparable al de los controles, por lo que se descartaron estas dosis en los
experimentos posteriores. A las siguicntes dosis: 1.7 x 10°a 3.2 x 104, ya fue posible ob-
servar un nimero cuantificable de levaduras posiblemente adheridas o en el interior
de los macrdfagos; éstos se observaron ligeramente vacuolizados. Sin embargo. a cstas
dosis todavia se encontraron campos desprovistos de levaduras,

Alas dosis mayores de 4 x 10* a 5 x 10° [ue posible observar, en forma abundante,
al hongo en todos los campos, Los macréfagos se encontraron altamente vacuolizados.
Por lo general, con la microscopfa dptica fue diffcil diferenciar levaduras adheridas dé
las fagocitadas (Fig. 1), :

Cinélica de Infeccién pot . Tiempo, En los primetos tiempos de Infecclén (5 minutos



332 . Bol. Soc. Mex. Mic. 19, 1984

hasta 3 hrs) se encontraron abundantes levaduras adheridas a los macréfagos, al igual
que en los espacios intermacrofagicos, las cuales desaparecieron a las 24 y 48 hrs de in-
feccién, Asimismo, en los primeros tiempos de infeccion se observé menor vacuoliza-
cién que a las 24 y 48 hrs, en que los macréfagos estaban allamente vacuolizados (Ta-
bla 1). El ndmero de levaduras fagocitadas parecié ser igual en los diferentes tiempos
estudiados segin el fndice fagocftico determinado para cada tiempo (Tabla 1), Enlos
tiempos iniciales, las levaduras se observaron con mucha frecuencia en las células fa-
gociticas, mientras que en los tiempos finales, al parecer, s¢ perdi la integridad de las
células levaduriformes.

Determinacidn de la Cinética de Infeccibn por Microscopla Elecirénica. La cinética de in-
feccidn in vilro con Histoplasma capsulatum, en macrédfagos peritoneales de ratones nor-
males a diferentes tiempos de exposicién al hongo, nos indicé que a los 5 minutos de
infeccion no hubo evidencias de gran cantidad del microorganismo dentro del macré-
fago, pero sl actividad de membrana dada por la formacién de pseudépodos, siendo .
que algunas imdgenes sugiricron que los pscuddpodos se proyectaban hacia algunas
partlculas envolviéndolas y es posible, que debido al procesamicnto del material éstas
s¢ desprendieran (Fig. 2). A las 3 hrs ya se encontré el hongo en el interior del macrd-
fago (Fig. 3). La presencia de levaduras integras en el interior del macréfago, fue mas
frecuente en los primeros tiempos de infeccidn ¢ incluso a las 3 hrs, a partir de las cua-
les se incrementd el ndmero de células levaduriformes en diferentes etapas de diges-
tidn. En algunos campos se observaron linfocitos adheridos a la superficie del macréfa-
go y evidencias de su destruccién. En la Fig. 4 se muestra un macréfago con gran acti-
vidad metabélica y restos de una posible célila linfocitica.

A las 24 hrs se encontré gran cantidad de hongo, tanto Integro como semidestrul-
do, en el interior de fagosomas, observandose ademas muchos defritus celulares, Asimis-
mo, el ndmero de vacuolas fagocfticas fue mayor en estos tiempos finales: Por otra par-
te, existié una aparente disminucién de ingestién, que s¢ manifesté por la escasez de
pseudépodos (Fig, 5). La actividad celular en los tiempos finales se caracterizé por la
presencia de poros nucleares, nucleolos, heterocromatina escasa y abundante eucroma-
tina (Fig. 5). Una vbservaion importante que llama la atencién en esta serie de experi-
mentos, ¢s el gran nimero de mitocondrias en los tiempos iniciales en relacién a los fi-
niles,

Determinacidn de la Cinética de Infeccion por Microscopia de Fluorescencia. Enlos diferen-
tes tiempos experimentados, se observé mayor marca fluorescente ¢n los macréfagos
infectados con H. capsulatum que en los macréfagos con M. tuberculosis (Fig, 6). Asimis.
mo, la marca de fluorescencia de M. tuberculosis se perdié rapidamente (Fig. 6). En los
tiempos mas largos de infeccién, la marca fluorescente tendi6 a desaparecer aunque
persistié con mayor frecuencia en los macréfagos infectados con H. capsulatum.

' DISCUSION

La‘adherencia del hongo a la célula fagocitica se realiza posiblemente desde los



Tabla 1 .

Comportamiento a diferentes tiempos de la infeccién in vitro de macréfagos con Histoplasma capsulatum
CARACTERISTICAS
OBSERVADAS TIEMPOS DE INFECCION

. 5min 30min thr 2hrs Jhrs  24hrs  48hrs
Presencia de fagocitosis + + + + + + +
Macréfagos integros + + + + + ++ ++
Presencia de vacuolas cito-
plasmicas - - £ + ++ +++  +++

Indice fagocitico®

NR**  340/100 NR 315/100 258/100 250/100 265/100

Espacio intermacrofigico

presencia 340/100 NR 315/100 258/100 limpio limpio
delava-

duras
Levadura adherida macréfago +++ - - - - - -
Levadura dentro macréfago + + + + + +4++ ++++

* Fue calculado con el nd total de |

** No realizado

d presentes en una poblacién de 100 macréfagos.

$B61 ‘61 Uy X2y "308 “jogf
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tiempos iniciales de infeccién, segiin las observaciones al microscopio ptico. Los re-
sultados en microscopla electrénica indican que en los primeros tiempos hay gran can-
tidad de pseuddpodos en los macréfagos infectados (Fig. 2), en comparacién con los
no infectados, lo cual sugiere contacto del macréfago con la levadura (posible adhe-
sién), sin embirgo, en cstos mismuos tiempos iniciales no hay evidencias de que el hon-
go se encuentre en ¢l interior de los fagocitos, Lapresencia de vacuolas en los macréfa-
gos infectados con diferentes dosis del hongo, asl como en los tiempos largos de la in-
feccion, registrados en microscopfa coman, sugicre que los macréfagos se encuentran
cn gran actividad, sobre todo a ta dosis maxima de infeccion 5 x 104 levaduras, Esto
hace pensar que esta dosis no es masiva y que no impide la funcién fungicida de los
macréfagos. Las imdgenes de los tiempos largos de infeccién, sugicren la presencia del
hongo en diferentes ctapas de procesamiento, incluso se pudieron observar lavaduras
aparentemente intactas.

En microscopia dptica es dificil diferenciar las levaduras fagocitadas de las adheri-
das, Hay imdgenes que sugicren que existe ingestion temprana, sin embargo, esto se
abservé con mayor nitidez a partir de los 30 minutos de infeccion, Por otro lade, tanto
por microscopla dptica como por microscopla electronica (Fig. 3) se observa que exis-
ten muy pocos hongos dentro del macréfago, atn a las 3 horas de infeccién. Estos he.
chos hacen considerar que el proceso de fagocitosis del Histoplasma es lento,

E} estudio de la infeccién in vitro de macréfagos peritoneales de ratén con Histo-
plasina capsulatum en microscopfa electrénica, sugiere que el fendmeno fagocitico pari
Histuplasma se procesa en tiempos diferentes a lo esperacto para otros microorganis-
mos intracclulares (M. tuberculosis, por ejemplo). Ademds, se ha visto que durante los
tiempos de infeccidn mas largos, 3-24 horas, existe gran actividad metabélica de la cé-
lula fagocitica y pardsitos en diferentes etapas de digestién. En el proceso de elimina-
cién del pardsito hay imdgenes que sugieren unidn fagosoma-lisosoma (Fig. 5).

En algunos campos por microscopfa electrénica se pudieron observar interaccio-
nes linfocito-macréfago con aparente daio del linfocito. Estas imagenes son poco fre-
cuentes en loy controles sin infeccién, lo que sugicre un posible efecto citotéxico, me-
diado por el proceso infeccioso, de los macrélagos sobre otras células. £l marcado con
isotiocianato de fluoresceina del hongo y Mycobucteritm (utilizado como cepa de refe-
rencia), mostrd la presencia de Histoplasma en los diferentes tiempos de infeccion,
mientras que Mycobacterium se encontrd escasamente (Fig. 6).

De acuerdo a los datos anteriores, se considera que F. capsulatum y AL. tuberculosis
presentan diferencias durante el desarrollo del fendmeno fagocltico, debido prabable-
mente a que exista un proceso de facilitacién marcada para I1. capsulatum en su entrada
al macréfago, mientras que en M. tuberculosis tal mecanismo sea menos notorio, lo cual
implicarfa asumir que A, tuberculosis casi no es fagocitado, o bien que comparado con
H. capsulatim, M. tuberculosis a la misma dosis entre mds tempranamente y es ripida-
mente degradado, de ahf que no se detecte su presencia (apagamiento de la fluores-
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cencia), lo que podria sugerir que el apagamiento de este microorganismo se deba a su
constante y rapida emrada al macréfago,

Los resultados preliminares de este estudio apoyan la idea de diferencias en el
evento fagocitico engre los microorganismos intracelulares estudiados. Actualmente el
teabajo estd dirigido a detectar los cambios en la relacién macréfago-hongo en unit in-
feccidn sincronizada, manejando cepas del hongo du diferente virulencia y dosis mas
criticas para la resolucién del proceso infeccioso.
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Fig. 1 Macréfagos dos con levad I Sembljéconlxlo'nuuﬁumysuo‘le-
vaduras. Poninfecclon las células fueron temdu con Giemsa, Se obscrva la tipica imdgen de 1a falsa cdpsu-
Ia del hongo. Lev » levadura, N = ndcleo.
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electrénica QMlWMMH Mlhsmumdewn

Fig. 2 Micrografia
cién. N ® niicleo, M = mitocondria, RE
Het = heterocromatina,

) P = preuddpodo,
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Fig. 3 Microgralia electrénica {9000X). Macréfago a las 3 horas de infeccién, con una levadura en su inte-
rior. N = nicleo, M = mitocondria, Lev = levaduras.
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Fig. 4 Microgralia electrdnica (4500X). Macrifago a las 24 horas de

una gran vacuo~

infeccién, mostrando
Ia con abundante dsfritus celular y probable dmruccndn de unlinfocito. V = vacuola, RER = retlculoendo-

plismico rugoso, M = mi dria, Lis = Lin = linfoci

N = nicko, PN = poro nuclear.
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Micrografla electrdnica (JSNX) Mu:tﬂlp alas 24 horas de lnlcecibn mostrando diferentes grados
de dllmibn del hongo. RER = ret{cul rugoso, P = , N = nicleo, Nu = nucleo-
lo, PN = poro nuclear, V = vacuola, Lev = = levaduras.
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Fig. 6 Micrograflas dpticas de H. capril y M. tuberculesi dos con isotincianato de fluoresceing, a
dlfennlu tiempos de infeccién: 1) Ominutos, 2) 5minutos, 3) 15minutos, a) H. caprulatum y b) M, Mm:lo-
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INMUNOLOGIA
MSTOMLASMOSIS INMUNOBIFUSION
PRONASA GLUCOSIDASAS

inmunologia

de la
histoplasmosis:
aislamiento

de un complejo
polisacarido
-proteina

con actividad

inmunoespecifica

Se aisld un complejo polisacirido-prowina
(CPP) de una cepa de Histoplasma capsulatum, con
muy bucna especifidad en inmunodifusion en gel
(IDG). Por accibn de fa endima f-glucosidasa
sc observd pérdida de actividad en IDG ded anti-
geno estudiado, cn tanto que ol taamicato
con calor y enzima proteolitica (pronasa) no al
terd 1a actividad del antigeno CPP, EHo sugicre que
la especificidad de éste reside en ba fraccion po-
lisacdrido.

La clectroforesis en gl de poliacrilamida del
antgeno CPP produjo una sola amda, revelada so-
lamente por el reactive de Sehiff (PAS), 1o que in-
dica su probable grado de pureza. | Arch, bnvest,
Méd. (Méx.) #:91,1977,)

a partir de histoplasma capsulatum

MARIA LUGIA TAYLOI
LANS L NOJALIL

Magia Lasein Taylor, Depasismento e fealogle Hu-
i, Pavuliwl sle Matlelta, Univeosldal Naciond Authe
non ate Méaln,

Luh o dofitil, Dividan e Glencles laldgica y e |s
Satud, Unbvenhbul Auth Metrapathane ochlmll

Recitilsdin 22 de octubie 1976
Aceptalos 28 de novicibre 1976

Sullvitudd de sobiretios (requese fur reprints) AL en
£, Maris Lucia Taplur, Departsmento e Eeologle Hume
i, Faculowd e Medicine, UNAM, México 20, 1LE,
Ménien,

Las cuadros clinicos originudos por ¢l
hongo Histoplasma capsudatum pueden ser
graves, hasu mortales en aljonas ocasiones
Las prichas insmunoldgicas o s que se
swele reenrrir pars by istoplismosis (1),
rrc.\cnuu\ pran lmero de limiaciones, de-
idas principabmente a by maturaleza de fos
untipenos tradicionatmente ntilizados (2 49)
y oo una wmplia g de wacciones eroza-
das can oros géaeros y esp e hongos
causuntes de cuidros nosoldgicos senjan-
es (I. I'IO)'

it estructura antigénica de Histoplasia
capsulatint i sidn ampliamente estadiada
e log wabiajos publicados hasta By lechs,
Guizds el dnico que presenta un antigeno
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con buen grado de especificidad para 11,
capsulatm, cs el de Neiner (1Y), quien
aisld de la histoplasmina bruea dos fraccio-
nes antigénicas especificas denominadas an-
tigeno H y antigeno M. Estos antigenos
fucron  posteriormente  purificados  por
Dickerson y Busey (*?), quicnes comuni-
caron que tanto la fraccion H como la frac-
cion M eran protefnas. En 1972, Ehrhard
y Pine (3379), buscando en cultivos de
H. capsulatum  Tas  condiciones  ideales
para la produccion de los antigenos Hy
M, encomtraron que la aparicion de estos
dependia tanto de la cepa utilizada como
de otros factores, tales como temperatura,
pll, inoculo de fase levaduriforme, culti-
vo en agitacion y otros. En ¢l afio de 1974,
Bradley et al (**) obtuvicron mds informa-
cidn acerea de estos antigenos: tanto ¢l an-
tigeno M como ¢l M tienen peso molecu-
lar aproximado e 200 000 daltons; aun-
que son una meecly de protefnas y carbo-
hidratos es la fraccion proteica la parte
mis importante de estos antigenos.

De los trabajos publicudos s¢ desprende
que: . )

1. La acrividad inmunologica de lu his-
toplasimina es variable, dependiendo de la
cepa de origen y de las condiciones del
cultivo, :

2. Las reacciones cruzadas con sucros de
enfermos infectados con hongos que produ-
cen cuadros clinicos semejantes constitus
yen un problema para ¢l disgndstico etio-
logico diferencial de estas enfermedades,

3. Los antigenos H y M de tieiner, con
todo y ser rclativamente especificos, se
haltan sujetos & una serie de variaciones
que hasta ¢l momento no ha sido posible
controlar, por desconocerse casi en abso-
luto la fisiologfa de estos organismos,

A et i s s o ¥ S L O b bttty 0 Sl bt o <o

4, Existe gran preocupacion por encon-
trar antigenos mis estables y especificos
para Histoplasma; usf, es frecuente ha-
Nar trabajos que - indican actividad antigé-
nica de alguna fraccion proteica (4 26728),
otros en que se senala que Ta sctividad an-
tigénica reside en fracciones de polisacd
ridos (7 +1%) y otros mis que mencionan
que la actividad antigénica reside en com-
plejos polisacarido-protedna (C4723), Ky de-
cir, prevalece la necesidad de obitener
un amtigeno espeeilico y estable, como
problema urgente a resolver en el estudio
médico y biologico de estos hongos. Yor
tad virtud, se discid una investigacion
oricntada al aislamivno de un antigeno
mds cficiente para ¢l diygnostico diferen-
cial de ka histoplasmosis, teniendo en cuen-
ta: a) que his fracciones antigénicas de L
capsulatum, por hallarse parcialmente puri-
ficadas, contienen proporciones varisbies
de proweinas y polisacdridos (22035.27
30030 v b) que el componente celular
con nayor caracteristica antigénica en es-
ws y otros microorganismos ¢s la pared
celular (250 3436 constituida principal-
mente por polisaciridos y glicoproteinas,

Este trabajo describe los resultados ob-
wnidos con un complejo polisacirido-pro-
teina (CPP) aislado de Histoplasma,

Material y métodos

Cepas  atilizadas, Histoplasma  capsula-
tum, cepa nimero 2256 det Instituto de
Salubridad y Enfermedades Tropicales de
México (ISET); Coccidioides immitis, cepa
nimero 218 de ISET; Blastomyces der-
matitidis, cepa sin mdmero de ISET y Pa-
wcoccidioides  brasilicnsis, cepa ndmero
5510 de ISET. Las cepas fueron manteni-
das en medio de Subovraud sdlido,
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Mdtodo de inmunizacion, Los sucros hi-
perinmunes de Histoplisima, Coceidivides,
Blastomyces y Paracoccidioides fucron obte-
nidos por inoculacion en concjos. La dosis
inoculada fue de 3 my de peso seco de mi-
celio muerto con formal, con o sin adjivante
le Freund, administeando a cada animal
cuatro” dosis, a razon de wn cada seang,
usando como vii de administracion el coji-
nete plantar, .

Sueros wtilizados, Se estudiaron en total
46 especimencs. A los que fucron enviados
sin preservador se les adiciond una gota de
Merthiolate @ diluido 1:10 000 por cula
mililitro de sucro, Los sucros de origen hu-
mano provinieron de casos comprobados
de  histoplasmosis, coccidioidomicosis y
blastomicosis y fucron obtenidos por cor-
testa del doctor Oscar Velasco del nsticuto
de Salubridad y Enfermedades Tropicales,
Las caracteristicas de los sucros utilizados
estin deseritos en fa tablad,

Awilfsis quimicos, L ctidad de pro-
tefnas contenida en el antipeno Tue deter
minada por absorcion 4 280 am y su cons
entracion estimada o por el método
de Lowry (*7) como por micro Kjek
dahl (*B), Los carbolideatos se determing-
ron por ¢l método de Ta antrona (**), tos
dcidos nuclzicos por su absorcidn a 260 nm,
¢l DNA por el método de la p-nitrofenil-
hidrazina- (*%) y «l RNA por ¢l método
del orcinol (41),

Reacciones seroldgicas. Se empled inmu-
nodifusion en Ed (IDG) segiin latéenica de
Ouchtertony (*?), Para la preparacion del
material se urilizo agar Noble al 1% en so-
lucibn salina isotdnica y azida de sodio al
0.01% como preservador,

Preparacion de bistoplasmina, blastomi-
cina,  paracoccidioidina y coccidioiding,

) V““"*"‘S;.».

TABLA L RELACION Y TIFO DIE LOS SUEROS
UTNIZADOS

SUERO HIPERINMUNE

SUEROS HUMANOS
CONE)OS
Nimeros Tipos Niwicros Tipus
lul 6 Cacridiondes 223127 Coccidwides

7al 12 Histuphasina Wl )3 Histuplasa
13 al 1§ Iasiomyes E 1 Hartamyers
16wl 2} Nomales 35 4l 40 aravaccidion-
ihes
41 ald6 Nornales

Los antigenos fucron obtenidos por culti-
vo de lus distintas cepas en medio de Smith
con asparagina (*3), Al cabo de seis meses
de incubacion fas cepas fucron muceras por
tratamicnto con formaldebido o 19, B
cultivo fye pasado a través de un filtro
Scitz y ¢l filtrado constituyéd el antigeno
bruro  partir del cual se trabajo, La blas-
tomicing,  paracoccidiniding y  coceidioi
dimt hrutas fucron usindas solamente como
antigenos de procha, La histoplasming bru-
ta fue da fuente de origen de la fraceion
huscada,

Pregaracion del antigeno. Sc obtuyo Ju-
rante ¢f fraccionamicnto de la histoplasmi-
na bruta, Se empled fa téenica de Kirby(f4)
adaptuda por Bonilla-Soto(** + %) para ¢l
aislamiento  de glicoproteinas y modifi-
cada de la siguiente manera: a cada diez
gramos de filtrado, se agregaron 15 ml de
fenol liquido; la mezcla s¢ incubsd a 56°C
por una hora, con agitacién ocasional; se
cenfrié a temperatura ambicnte y se centri-
fugd a 500 x g durante 20 minutos,

Se removio cuidadosamente la fase acuo-
su, mezckindola enseguida con tres vol -
menes de aleohol etilico al Y5% y se incu-
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ho por 24 h a 5C. Después de 24 hel preci-
pitado fue recuperado por centrifugacion
a 500 x pr durante 20 minutos, El precipi~
tado fue disuctta en solucion salina o agua
destilada y reprecipitado otra vez con cta
nol al 959%. S¢ repitid esta Glima opera-
cion, disalviéndose ¢l precipitado final en
agua destilada y dializando contra agua
destilada durante dos dias, cambiando ¢l
agua tres a cuatro veees al dia, Finalmente,
el precipitado que constituyd el antigeno
(CPP) fue distribuido en alicuotas, tiofili-
zado y conservado a --20°C.

Tyatamiento de la fraccion antigénica
(CPP) con promasa. La digestion enzimi-
tican con pronasa (Lab. Merck-Pronasa
=70 000 Puk/GY(*7) se llevd al cabo ba-
jo las siguientes  condiciones:  solucion
buffer de fosfatos 0.15 M, pH 7.4, ticmpo
de digestion 24, 48, 72 I y | semana; tem-
peratusa de digestién a 37°C. La cantidad
de envima utilizada es ¢l equivalente ul
0.5 0 1% del peso de proteina de la mues-
i La digestion requiere la presencia de
CaCly 0.015-M, MgSO,4 003 My una o dos
gotas de tolueno para evitar contamina-
cion. Como testigo” de digestion de pro-
nasa se usd albiming bovina, Se hizo tam-
bién un blanco conteniendo todos los com-
ponentes usados, con excepeion del antige-
no, con ¢l objero de confirmar cf problema
de autodigestion de esta enzima, Para ¢l tra-
tamiento de una semani con pronasa, ésta
fue anadida dincamente a los tubos usando
la mirad de 1a cantidad vsada en ¢l dia
anterior. Para control de digestion se derer-
minaren los grupos aminos libres por la
prucba de Ja ninhidrina (*®), al inicio y al
tinal del tiempo de digestion, usando li-
sina como testigo en esta prucha, Al sépti-
mo dia se detuvo ¢l tratamiento por con-
pelacion, El efecto de la pronasa en ¢l an-

tigeno (CPP) se determind por inmunodi-
fusion en gel, utilizando como control ¢l
antigeno incubado con pronasa  previa-
mente inactivada por el calor,

Tratamiento de la fraccion antigénica
por calentamiento. 11 untigeno se levo a
chullicion por 30 minutos. El efecro dees
te tratamiento fue también probado por
inmunaditusion, investigando su reactivi-
dad frente a sueros de histoplasimosis,

Tratamiento de la fraccion antigénica
con oy Pglucosidasas. (*703°), Las eneis
mas (Lab, Sigma) fucron utilizadas separa-
damente. Las condiciones de trabajo son
las siguientes: 1. para a-glucosidasa: pll
optimo de 6.8; temperaturs de incubacion,
37°C; tiempo de digestion, 48 h, 2. Para
B-glucosidusa; pll éptimo 4.4 2 5.25; rem-
peratura de incubacion, 37°C; tiempo de
digestion, 48 horas.

Cada ana de Tas enzimas fue incubada se-
paradamente con el antigeno, La canridad
de euzima wilizada corresponde a la déei-
ma parte de la cantidad de carbobidratos de
la muestra. Como testigo se procesd el an-
tigeno con i una de las enzimas previa-
mente inactivadas por el calor, Se hizo la
determinacion de la accion de las enzd-
mas por la prucha de inmunodifusion
en gel.

Electroforesis en gel de poliacrilamida,
Se trubajo segin ¢l mérodo de Davis ('),
La columna del gel de poliacrilamida esti
formada por dos capas: una con gel sepura-
dor o resolutivo de poro pequeiio donde la
separacion tiene lugar y otro con gel con-
centrador de poro largo donde se concen-
tra In muestra, Las muestras del antigeno
fucron disucleas ¢n butfer de fostato
0.01 M, Se aplicéd un volumen de 0.2 ml de
i muestra concentrada con sacarosa en
I cantidad suficiente para hacerla s
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TABLA (I INMUNODIFUSION EN G
OUTENIDA DE VARIOS LOTES DE

DE LA FRACCION ANTIGENICA (CI'1)
XTRACCION DE LA HISTOPLASMINA

Antisueros humanos(*)

Antisueros aninades( *)

Dilerentes
fotes ex- Sucris  Sucros Sucros Sueros Sueros Sueeas Sucros  Hucros Sucruos
traceion Pale 7a012 13al1s 164121 224127 28al33 3 ISalae 41al 46
A A G (Cocd)  (listo) (Blasto}  (Normal)  (Gowei)  (Diste) (Blasto} (Paracoeci)  (Normab)
1 - . . - - - .- - -
2 .- + . - —_ - - - -—
3 - . - - - - R -
4 - + — .- . - - - - -
5 - + — — - - -— - -
6 - + - - - - - - -
¥i - + - - - P - - -

(*) Vodos los antisueros presentan actividad en 1DG con sus antigenos brutos corespandicates, asf comao con la

histoplasmina bruta,

densa que ol buffer clecrolorético (buffer
de glicioa), bos geles sepavadores wndan
S emode Sarpgo y fueron polimerizndos en
tubos de vidrin de B em de bugo por 4 o
de diimetro internn, Las geles coneentra-
dores formron wia columna de Fem de
largo en la parte superior de los geles se-
L aradures,

El tiempo de cleetroforesis fue de 120
minutos a 2 mA por tubo. Se usaron algu-
nos peles para testigos, unos como control
de la sacarosa y otro como control del pro-
pio gel.

Los geles fueron coloreados al final de la
clectroforesis con amido de Schwartz o
con PAS,

Procedimicnto para la coloracion de PAS,
Los geles fueron fijados en etanol durante
10 minutos, Al fin de este tempo se sumer-
gicron en dcido periddico al 0.5%, durante
15 min. Se lavé de 5 a 10 veces con agua
destilada, 10 min, cada lavada, Se sumer-
gicron los geles en reactive de Schift du-

rante 15 0 20 min. Finalmente se Javaron
B 10 veees con NGO, al 049 y fueron fi-
Judos en Fornmaldehido al 404, Silos geles
tamaban color vosadu, se considerd que
los hanos antenores no habian sido sufi
vicntes y se les repitio. La preservacion
de los geles se hizo en formaldehido al 54,

Resultados

La fraccion antigénica final aistada de la
histoplasmina bruta consistio cn un precipi-
tado cn ctanol al que se denoming CPP
(complejo polisacdridoproteina). Un totat
de sicte lotes del antigenn CPIP fucron ex-
traidos y probados en las distintas téeni-
cas y métodos utilizados en este trabiajo,

hicialmente se investigo b actividud de
esta traccion desde ¢l punto de vista inmu-
noldgico, wilizando para este fin b veac-
cion de imnunoditusion en el gel (1DG).

Reaccion de IDG. La tabla 11 mucstra
la sctividid encontrada en fa inmunodifu-



96 ' ARCHIVOS DE INVESTIGACION MEDICA, VOLUMEN 8, NUMERO 2, 1977

difusin en gl con ¢l

g 1.1

CPP de Fig. 2. difusién cn gl con el ant]] -Cep
H. ceprlatum (lote 2} vi, sueros d¢ Blatomyces (13), de 1. capsularsm (lote 4) vs. sucros h “de histo-
Parscocldioides (38), Coccldiotdes (1) ¢ Hutoplaima plismosis (hoyos nio. 7, 8, 9,10, 11, 12).
(7). Ls liming de 1DG fue coloreads con amido black
410,79 ¢n dcido softico,

sion en gel, empleando la fraccion de H.
capsulatum (CPP), Lds placas de IDG que
contenfan cl antigeno resultaron positivas
solamente para los sueros de enfermos con
histoplasmosis (Figs. 1 y 2). Las bandas de
precipitacion aparecen Gnicamente en los
sucros humanos de pacicntes histoplasmo-
sos, siendo negativas en los sueros de ani-
males hipcrinmunizados con Histoplasma.
Ademis, no se observd un solo caso de
reaccién cruzada con los sueros de pacicn-
tes y animales hiperinmunizados con otros
agentes de micosis relucionadas (Coccidio-
des Blastomycesy Paracoccidioides).
Determinacion  quimica, Después  de
comprobar la reactividad inmunoldgica de
la fraccion aislada, se procedio a obtener
informacion de su composicion quimica,
Los resultados de lus determinaciones qui-
micas del antigeno CPP se ilustran en la
tabla I11. Como puede observarse, ¢l anti-

geno aislado esta formado fundamental-
mente por carbohidratos y protcinas, La
relacion entre estos componentes cs bastan-
te estable en los diferentes lotes analizados.
Parecc importante destacar la ausencia o
material nucleico en el antigeno (ver tu
bla 1), a pesar de que la técnica utiliza-
da para la obtencion de éste (4 ), constitu-
ye una modificacion de la téenica para la
extraccion de RNA (44),

Con ¢l fin de determinar si ¢l compor-
tamicnto del antigeno en las prucbas inmu-
nologicas dependia del complcjo polisa-
cdrido-proteina integro o de alguno de sus
componentes por scparado, se¢ sometio cl
antigeno a tratamicnto con una enzima
proteolitica y tratamicnto por calor a chu-
llicion, para inac(ivar su parte proteica,
asi como a. digestion con « y fglucosi-
dusa para destruir su fraccion polisacarido.
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TABLA 11f. DETERMINACIONES DE CARBOHIDRATOS, PROTEINAS, DNA Y RNA
DE DIFERENTES LOTES DEL ANTIGENO DE H. Capsulatum (CPP),

Diferentes lotes
“del antigeno de Relacion entre
capsulatum (CPP) % Contenido (*) carbohidratos
" (NOm: lotes) Carbohidratos Proteinas DNA RNA y proteinas
1 3 8 75 - 3.87
2 54 12,8 - - 4.32
3 115 31 - - 3.70
4 56 s - - 486
H 735 15.5 - - 4.70
6 46.5 13 - - 3.97
7 2 83 - - 317

(*)Los valores de porcentaje estin expresados en base del
pes0 seco del antigeno. Las proteinas fueron deter-
minades por los mitados de Lowry y micro-Kjek
dahl; los carbohidrstos, por ol métado de sntrons;
¢} DNA por ls técales de 1a paitrofenilhidrsting y
¢ RNA por la técaics del drcinol.

(=) No detectable.

Tratamiento del antigeno CPP con pro-

15a y por calor, La inmunodifusion en
gel del antigeno tratado a-difcrentes tiem-
pos con la enzima proteolitica’ pronasa
mostrd el mismo comportamiento dan-
do banda de precipitacion desde 24 h has-
ta la semana de tratamiento. En la figura 3
se ilustra el tratamicnto durante 48 horas
con la enzima. Los: resultados obtenidos
por IDG, con los sucros de histoplasme-
sis indican que la parte proteica de este
antigeno no juega un papel decisivo en la
especificidad del anticuerpo. Con ¢l fin de
ratificar el resultado obtenido por el tra-
tamiento con pronasa, sc¢ resolvié desna-
turalizar la parte proteica del antigeno por

Fig. 3, Inmusodifusiéa en ge) del antigeno —CPP de
H. caprulatum (lote 3) tratado poe pronsss con 48 hors

3 LD
sico (5-10); smbaantigenoCPP (1) & [ dereche-sntl-

calentamiento, El resultado corroboré lo'ya s 'T. Tquiede satlgrs con pro-
nasa insctivads por caloe (V).

encontradd con pronasa,
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Tratamiento del antigeno CPP con « ¥
B-glucosidasa, La actividad de la cnzima
Bﬂlucosidasn sobre la parte polisacari-
do" del antigeno fue muy significativa, ya
que esta eazima inhibio la capacidad del
antigeno para reaccionar en IDG frente a
sucro histoplasmaosico. Esta accion estd per-
fectamente determinada en el experimento
de digestion con la enzima a través de los
controles empleados (Fig. 4). La otra en-
zima utilizada a-glucosidasa) no tuvo nin-
guin cfecto sobre ¢l antigeno,

Para identificar ¢l nimero de componen-
tes presentes en la fraccion antigénica
(CPP) se decidio analizar su comportamien-
to durante clectroforesis en gel de polia-
crilamida,

Electroforesis en gel de poliacrilamida,
La clectroforesis de scis lotes del antigeno
CPP usando gel separador y concentrador,
mostrd una sola banda, revelada solamente
por la coloracién de PAS (Fig. 5), que sir-
ve para teiir especialmente carbohidratos
y glicoproteinas. Estas prucbas fucron repe-
tidas varias veces utilizando en cada clectro-
foresis 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 consistio ¢n identifi-
car si la banda separada por clectrofore-
sis cn poliacrilamida correspondia realmen-
te al antigeno CPP. Para ello s¢ localizaron
previamente las posiciones de las bandas
reveladas en PAS, sc cortaron las porcio-
nes correspondientes de un gel no reve-
lado y sc les probd por inmunodifusion
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 ¢l antisuero de his-
toplasmosis. Ademis, se puede ver identi-
dad con ¢l antigeno CPP empleado en la
IDG como testigo.

Fig. 4. Inmunodifusion en_gel del antigenoCPP de
" cupsulamm_ (lote 6) tratado por Baucmidm con 48
h de digestion, En ¢f agujero deél centrosuero de
Jimg (592); a I da”antigeno CPP {AY;
arriba-antigeno CPP tratado con Jglucosidass sctiva (B)
s la derecha-antigeno-CPP-tratado con fPglucosidasa inac-
tivada_por calor (C); shajo-control de [Bgiucosidass so-
1a (D),

Discusion

Los -resultados obtenidos en el desarro-
Ho. del presente trabajo con complejo poli-
sacdrido-proteina (CPP) aislado, permiten
hacer varias ¢onsideraciones,

De acucrdo con los resultados de lds prue-
bas IDG se podria concluir que el anti-
geno cs altamente cspecifico para reac-
cionar en esta prucba con los sucros obteni-
dos de casos humanos de histoplasmosis,

Un dato que Hlamo la atencién de los au-
tores desde el inicio del trabajo fue la au-
sencia de reactividad del antigeno con
sucros de animales hiperinmunizados. Se
pensé que este fenomeno fuese resultado
de alguna variable no controladd en ¢l mé-
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ngo de sacaross; M1 Amlgeno lolc' 2

an
ycndo del gel con solucion salina, Agujero dc Ia izquler-

3V [ lote §; VI-Antlgeno lote $i Vii‘Antigeno

dwsuero | isico (5) a la derecha superior-anti-

lote 6; Vill-Antigeno tote 7; 1X-Testigo del gel.

todo dc inmunizacién, por lo que se se-
leccionaron para ¢l presente estudio sola-

ente sucros de animales que presentaban
una reaccion francamente positiva para sus
respectivos antigenos brutos cn IDG. Ade-
mis, s¢ tomaron sueros de animales in-
ducidos con diferentes cantidades de anti-
geno, en. presencia o ausencia de adyuvan-
te incompleto de Freund, pero tales esfucer-
zos por determinar esa variable que permi-
tiera explicar los resultados experimentales
han resultado estériles, Se sabe sin embar-
g0, que también otros investigadores han
encontrado diterencias en la reactividad de
histoplasizina y otros antigenos de H. cap-
sulatum con sucros dv animales inmuniza-
dos, infectadns o los btenidos a partir de
casos huraanos, encontrindose que sueros

geno-CPP (1) a la derecha inferior- nlfgeno{.ﬂ‘ separado

del gel de acrilamida (10).

hiperinmunes eran a veces mds v a veces me-
nos reactivos que los provenientes de ani-
males infectados y de casos humanos,
dependiendo de la prucba seroldgica uti-
lizada (7+30432,36,52),

Con base en estas observaciones, ¢l fe-
nomeno relatado tendria varias explicacio-
nes. Una de cllas serfa que durante ¢l pro-
ceso de inmunizacion experimental se pier-
dan algunos componentes importantes del
antigeno completo, situacion que no se pre-
senta en animales infectados o en sujetos
que contraen la enfermedad en forma na-
tural. Otra explicacion se encontrarfa en
¢ _.vaciones de la inmunologia experi-
mental, segin los cuales, cuando se usan
polisaciridos como antigenos, su capaci-
dad inmunogénica cs variable en diferentes
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especies animales, Asf, en tanto que ¢l
hombre y o ratén responden inmunolégi-
camente bien a fos polisaciridos, cobayos
y conqm lo hacen en forma mis débit
(s $3), Cabe pensir que esto podria ocu-
reie con bt fraccion emplend en la pre-
sente fnvestipgacion, en el seatitlo e gue
sea immunogénica en el hombre pera no
en el conejo, animal wtilizado en o presen-
te trabajo. Ese es problemia que debe ser
actarado en ¢l futuro, cambiando de animal
de experimentacion en proximos ensayos.

Los experimentos aqui deseritos permi-
ten delinir as caracteristicas quimicas del
antgeno diciendo gue estd constituido por
una mezcl de earbohidrmos y proteinas
wn proporeion de i1 respectivamente, y
que estos componentes estin formando un
compleje, ya que asuaiskuniento se man-
tiene esta relacion estable de sus compo-
nentes en diterenies Jotes de extracadn, Bs
impoctate seiwbr que ol métado witiza-
o para extraccitn del antigenn pevmie
aishar perfectamente complejos polisaciri-
do-pratednas aparte de otros tipos de subs-
tancias quimmicas como earhohidratos, dcidos
nucleicos y glicoproteinas,

I o tocante al tratamiento enzimitico
para estudiar lualterabilidad del citado com-
Pejo, fue investigada la especificidad de
reaccion en IDG de cada feaccion del com-
plejo CPPmediane calentamiento y - por
aceion de pronasa y de « y fyglucosidasas.
1 antigeno ratado con pronasa y por ca-
lentamiento no sulre aparentemente eam-
bios cn sy actividad inmunolégica, hecho
de viral importancia porque pmln'.'l signifi-

car e la parte proteiea de a sustancia
antigénica wnga muy poco que ver con la
especilicidad de I moléeuta, tor otro la-
do, Ty respuesta al oatamiento con fglo-
cosidist demuestra claramente que ¢ paped

desempeiiado por polisaciridos en la estrue-
tura def antigeno estudiado es determinan-
te, yit que esta enzima inhibe ka reactivi-
dink deb antigeno en inmunodilusion en
gel contra suero histoplasmasico,  Ade-
mis, ¢l hecho de que el antigeno sea sen-
sible ﬂ'g‘llt'(lhi(l'l\ y no il ﬂ,'luw\hl.lml
sugicre que la I
complejo CPPesté Tormsdo por f-gla-
cosidos.

Parece ademds importante sedalar en
est parte de B diseusion Ty presencia de
una o dos bandas de reaceidn ded aneige-
no en fprucha de 1DG (Figs, 1y 2), Es-
tas bandas varfan con ¢l lowe de
cion del antigeno y los datos obicnidos con
los tratamicntos enzimdticos nu han acla-
rado debidamente este aspecto de los re-
sultados.

Fara conocer fa pureza del anlipeno, se
prnmli(: a amalizario por electroloresis en
el de poliseribamida (Fig., 5). L et
cacion de una sola b medimie PAS
signilica pasiblemente b presencia de un
sulo tipo de moléeuli Los resubtindos nega
tivos obtenidos al watar de revelar otras
bawdas con amido black 10 8 parceen si,
nificativos ya que pueden estar indicando
que s protefnas encontrudas estén unidas
a carbohidratos, o bicn que esta fraceion
proteica unicka o no a carbohidratos se en-
cuentra en tan poct cantidid, que no il
canza a ser revelada con el colorante cs-
pecifico para protefni. Bl hecho de que la
sctividad det antigeno esté perfectamente
demostrada en L banda separada ded el de
poliacrilamida (Fig. 6) y por IDG permite
concluir que realmente ¢l antigeno posee
un buen grado de purezi, .

s dltimas  consideniciones  deberdn
ser confinadas ratando al antfgeno con
métados mis dristicos de desproteiniza-
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cion y sometiéndolo a andlisis de mayor
exactitud que permitan su verdadera “ea-
racterizacion,

Abstract

IMMUNOLOGY OF I1ISTOPLASMO-
15: ISOLATION OF A POLYSACCHIA-
RIDE-PROTEIN  COMPL WITH  IM-
MUNO-SPECTEFIC ACTIVITY, A polysac
chiavide-protein complex (PPCY with a high
specificity in inimunoditfusion in gel (IDG)
was isolied  (rom & Histoplasnur capsu-
latu sweain, - Although unalfected by
proteolytic enzymes (promse) and heat, the
PPC antigen sctivity was destroyed by -glu
cosidase, These results suggest that the
specificity of the PPC antigen might be
located in the polysaccharide  fraction,
Polyacrylanside gel clectrophoresis of the
PPC antigen gave only one band detected
by Schiff’s reagent (PAS).
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INOLOGY OF THSTOPLASMONIS: HUMOR AL, \\I) CELLCLAR ACTIVITY TROM A POLYSACCHARD

ROTEIN COMPLEN AND TS DERO

ZEDFIACTION IN EXPLRIMEN FALLY IMMUNIZED \NCE,

wcia TAVLOR, M. Rocio REYES MONTES, A. LACHICA, C.ESLAVA CAMPUS. J. OLVERA & R MAXWELL

* wartamento de Ecologia Humisna, Fue. Medicing UNAM: México 20 D.F.

Abwract

In a previous publication it was reported that a paly.
saccharide-protein comples (PPC), itive to f-gli

dase, was isolated from Histoplasma capsulatem. This
complex wis strongly reactise in an agar gel ditfusion
assay with scrz from paticnts with histoplasmosis, but
wis unreaclive with sera from paticats with coccidi
domycosis. Here, the studies with human sera hasve In:-.n
expanded and atemprs were made o detennine ihe
respome of mice immuaized with noaviable 74, cuprida-
st of Cocecidiontes mannns 10 PPC or its deproteiniced
fraction {D-PRC) wing more senaitive tests for annbody
and including atso test for cell-medialed immunity,
Hiswptasmin and coceidividin were pated with PPC
or it deproteinized fraguon (D-PPC) in all usavys, In a
counerimmunoclectrophoresis (CIEY) asay, PPC and
D-@IC reucted only with seri from patients with histo.
plasmosis, whereas cross reactions were noted with histo-
plasmin and coccidioidin using heterologous sera. Cross-
reaction were obsencd with all four antigen preparations
and both 1ypes of antisera using @ micro complenent
fixation aswy. The assay for macrophage migration
inhibitory factor (MIFT was alio relatinely nonspeclic,
in thay inhitution oveurred with cells from ammals sensiti-
2ed with Hnweplineng ox Coscidiides using bath homoto.
gous and heterologoun antigens. In the Joopad ussay,
histoplasmin and coccidividin were highly crus-reuctive
in animals semsitized with the heterologous fungus, but
the #PC and D-PIC trom #. cupruduaum elicited signifi-
cant reactions only in animuls sensitized with Mis tophunu,

tatruduction

M.my investigators have studied lhc antigeni¢ structure of
sphisma capsulanen, atiempting 10 find an antigen of

Mycopathologia T, 139-166 (1950). 0J01-K6x 50 071-019'$ 1.4,

Histoplasmia both seisitive and specific ia ditferentisl
tests for the dugnuas of acme stoplasmoss (11, 20,
22, 3Y). Cras-reactions are patticulurly common amony
Hiswoplasma cupstideition, Histoplasmua duboisii, Pardrecei
diondes brasilivnsis and Blastonn ces deraataidis (2, 10, 26)
and somewhat common heween M. copswlatn and
Caoccidivides imminis (1, 8, 20), Based on immunologicul
studics with galactomannans and galactomannin-protein
complexes isolated and puritied from the mycelial and
yeast phascs of H. cupsidatum, H. dubousii, P. brasdiensis
and 8. derenanitichs L has been sugpested that gakictoman.
nun may be the antigen common to those four fungi
{2, 10, 26). The common wntigen {s) cuning reactivity
between #. capruduttarand C. iz hiss not beea defined,
but it is known to contain flglucans in its spherules
phitse, In o piclimingry note published fron this labora-
tory (33), howeser, we described a polysacchutude-protein
complex (PPC), isolated form H. capsulonun, which, when
tested in an agar gel dilfusion test, detected antibodies
in sera from patients with histoplasmosis  The PPC
antigen activily was desiroyed by fglucosidase treat-
ment but prowelytic eneymes {pronase) and heat did
nut etlect it A single band was deteeted by SCift™s reagent
when the PRC was ceetrophoresed on polyacrylande
gel and no bund way detected wath @ stan lue prtan.

Stnce the PPCdid not detect cooss reacting antibadics i
anticoceitinidal serin, i scemed approguiate 10 inveshigale
it Tusther and the studies reported here were initialed to

“derermune the specificity of PPC in more sensitive humwral

und cellular asays for immunulogic responses.

Materialy and methods
Culturul Methods
Three strains of M. cupsularum, 5026, 5028 wad 5027,
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and one strain 2408 of C. immitis were abtained from Dr, O.
Velasco. 1 de Salubridad y Enfermedades Tropi-
cales (1.S. E.T.) Mivico. All were originally isolned
from human cases. For the preparations of histoplssmin
and coccidioidin. they were i $ for 6 months at
25°C in Smith's asparagine medium (30). They were
killed by exposurc 10 1, fonnulin, filter, sterilized and
stored at ~20°C. :

Preparusion of PPC and D-PPC

The PPC was prepared (rom strains 5026, 5028, and
5027 by fractionation of crude histoplasmin (33) using
Kirby's method (17) as modified by Bonitla«Sottn 43). The
final precipi brained by ethanol ion, was the
PPC. It was dialyzed agsinst distilled water for 14 hours.
Iyophitized and arier chemical determinations were made
on il, it was stored at =20°C, A portion of the PPC
was deproteinized by enzymatic reaiment with Pranase
(Pronase E-Merck-70.000 Puk ¢) or with chlorofom- iso-
butanol (29) 1o yickl D-PPC antigen.

Pronase digestion was petfomied in 1 0.5 M phosphate
buffes pH. 7.4 contining 0.015 M CaCly. 0.3 M M50,
and toluenc, The enzyme was added to the °C (0.4 my
enzyme/mg protcin und the mixture wis incubated a1
37°C for 7 dayy. Each day adduional enzyme was added
to the incubation mixture. using half of the quantity
used the day before, flovine serum ulbumin served as w
positive controt fur enzymatic digestion, and the enzyme
was incubutcd witlout substrate to cuntrol for uulodi-
gestion. The reaction was stopped by freezing. To assay
digestion, free amino groups were determined by the
ninkydrin mcthod {15) using lysine as an amino group
standard.

Chemical Determination

Protcin was delermined by the mcthod of Lowry et al
{19) and to1al carbohyd, by the h method

(13). Nucleic acids were inveslipated by absonion al

260 am; DNA was deieemined by the d-nitrophenyl.
hydrazine method (36) and RNA by the orcinol method
(13). All chemicals were reagent grade.
Serology

Human seea from culturally proven cases of histoplas-
mosis and idicid is were d from the
Instituio de Sulubridad y Enfermedades Tropicales (1.5.
E.T.) Ménxico.
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The agar gel diffusion test was performed by the methig
of Ouchierliny (24, using & misture with 1.7Y, aguros.
fonagar in W15 M sodivm chloride containing 0017,
solium azide,

The counterimmunoclecirophoresis (CIE) assay wiss
that of Kleger and Kautivan (18) unh some modilication. _
Electrophoresis wils perfufnicd in'u ll)l.md apparaius,
Maodel 07793} |I|\l.|ml Laboratory, Coalu. Mesa, LAy -
using plafes coated With 1. ™, agarose in distilled water,
Each chumber contained 0,08 M Veronal buller with an
ionicity of 0.1 und pH 8.2. A constant current of 30 mA
was applicd for Y0 or 60 minuies, These. conditions -
were foind o by optimal afier testing ditferent times,
pH und mA values. Alier electrophoresis, the plates
were stained with Amido Schwartz 104 und destained
with a mixture 47.54, methanol, § 3, wcetic acid und
wasler.

The (ifty percent complement fivation method of the
Microbiology Diagnostic Unit of the Communicable
Discase Comter was tsed throughout the study (25),
The antigens used in the test were prepared as deseribed
sbove. Before uswe, each untigen was dialysed aguaitst
Veronal bufler, pH 7.4 Appropriale posinwve and negne
tive human contol sera were included in each serics,
Sera which peemitied more than 30, hemolysis st the
optimum  aatigen dilution were considered  negitive,
Titers were expressed as the reciprocal of the highest
ditution of serum yielding a positive reaction,

Animals und Sensitization

Groups of 125 male CD-1 mice, 4-6 weeks old. were
sensitized with a series of three injections with formaline
killed mycetium of cither #. capsudanan istrain 5026) ot
C. inumitis (strain 218). The fiest (o injections, one week
apart were into the right hind lootpad und consisted of
0 "Smp,dn weight ol Tungus suspended in ) 08 ml Freund's

lji The third I was one week
later :md consisted of the same amount inoculited sub.
cutancously,

Footpad Testing

Foolpud m_iing was pecformed using a swel'ing technique,
The antigen was inoculaicd 1n 0.05 mt into the lefit hind
footpad and thickeness measurements made with a micro- |
titar culibrator (27) prior 10 and ut 4, 24, 48, and 72 hours
following antigen challinge. The incrcase of (ootpad
thickness is given hy the dulerence O?u) between the read-
ings after the anligen clallenge (Xt, ) and the readings
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teture the challenge (Xt,). The ruw data were converted
o mean percent increases by the formula

Xt~ Xt
a

| Rp= =0 100

whete n is the number of unimals used i each assay.

. Groups of five sensitized and unsepsitized animals were
« tested with crude histoplasmin dnd its fractions, a5 well
+ as with erude coccidioidin and saline at § day intervals,
i beginning 10 days afer the last immunizing inoculation,

- MIF tesis

MIF tests were carricd out as previously described (4. M),
with some modifications. Peritoneal cxudate was induced
in immunized and unimmunized mice by the intraperi-
toneal injection of Imi of sierile minerad il 72 hours
prive to lievest, The cells from 5 uninls were pooled
for the test, and afier packing into capillary tubes and
and placing in the cliamburs, they were incubuted ot
375C for 24 hours, Arcas of migration were determined
with the 4id of a projection microscope und pularplanic
tnetey,

Resulis

Chemival Determinations on PPC and D-PPC

The pol huride, as d d by the h
teaction. was the majot of both preparati
However. protein wus present in both as well. The ratio
" between polysaccharide and protein varied with the lo)
y of exteaction, but in the D-PPC it was approximately
| 3:1 or 4:1. Neither preparution had demonstrable RNA or
. DNA by the chemical tests, M when prepared
a5 8 | mg/mi solution, it had no absorbance ut 260 nim
in the spectrophotometer,

Serology

Both the PPC and D-PPC reacted with sera frons cases
of histoplasmosis 10 form a single line of precipitate witha
reaction of identity in the agar gel diffusion test. Neither
antigen seacted with the scra from paticnts with coceidioi-
dumycosis nor with normal human sera {Fig. 1), De-
Pratemization, then, did nut mudify the immunologic
sttty of the PPC. The CIE results confinmed the agar
131 ditfusion results for the D-PPC and the PPC antigens,

Ratgh in some residuad precipitin lines

PRCTAY

""“:“ "‘""——w'ﬁ,—aj

> .

PRC-Ay TR /= p-ppC-pg
Fig. L. Agar-Gel DifTusivn-Center wells contained a nomal
humun serum (N,S), antikrum of a human hnluplhmmn
paticnts {H,S) \Aml i of hutan idi Acinis
patients {C,S); outer wells contained untigens: PPC-Ag at
1 mg/m! clculbnh)xlmle with .9 mg ml of provesn, D-PPC-Ay
a1 1.3 myml of carbohydrate with 0.4 my.ml of protein,

could be observed with PC, which i fess puritied than
D-PPC (Fig. 2). An extemive number of CIE evpesiments
with dilferent conditions were pertormed, howeser D-PIC
antigen never d presipitin lines with b log
antisera,

When crude histoplasmin and cocidioidin, as well as
PPC und D-PPC were tested wuh nom\a| ma and wra

from patients with histopl or idomy

COCCizig 0P chg PIC;A L)
"‘. ‘ 8 g
s \

1 "
>

e _.:f . F o
@ ot v g £
o et Y "(’iﬁ
SRS o}
w2 L f).
Ac-on-m .
Fig. 2. i i/ is with bhistopl

sera(H,, Il, and 1), coccidividamycons sera (C,. C, and C,)
and numn!uu(N adN,). Annum were slandanzed accard-
ing 10 catbohyd: P jon of 1.0-1.5
mg:ml. Ek phoresis diti ired: 1S %L agatose;
Veronal buffer pH-8.2; cunstant cutrent of 30 m A time 60
miautct. Plate was stined with Amido Shwanz 10 B,
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_ Table |, Complementc fixation'*! rraction. Relation between histoplasmin, PPC, D-PPC'* and coccidioidin antigens with homologous.

" and h:mnln.ous human sera.

CF titers@

C F titers™

sarm®  antigens in 75 pgmt of Protein’®! senn® Ancigens in 100 paml of Carbohydrate

. Histo ¥R D-PFC Oocci o, Histo  PRC D-PRC ___Oocc___ i
H,S 14 144 1:128 1:8 s 1:64° uRn 1:32 112
18 - 112 112 - s 12! 112 112 -

. uls -8 -ule -8 14 IIJS not done
H‘L 1512 1164 1:16 1:256 II‘S 1:4096 1:4096 1: 1024 1:8
I!SS 112 132 1:16 1:2 I|SS 18 1:8 1116 1:2
nss 1:4 1116 1:4 - uss 1:8 1:4 1:8 1:2
H.,S 1:8 - 1:16 1:4 s 1:8 1:4 1:16 1: 4
uas 112 - 1:4 1:2 MBS - - 114 -
!(95 1:4 132 1:2 1:8 IIQS 1:2 1:2 132 -
ums 1:16 1:8 1116 1:8 st 1:16 - 1:16 1:8
Jlus . 112 12 1:2 112 l(uS 1:4 - 134 -
L) 12 - 1:2 - Hs L8 1:8 1:8 1:16
nns not done Hi48 112 112 1:4 -
ClS 1:16 1:16 1:16 1164 ClS 1132 131128 118 1:64
czs 12 - - 1:8 CZS 1:128 14 1:4 1:64
C;S 18 1:2 - 1:16 CJS - - - 1:128
cs 18 1:4 1:4 11512 ¢S 1:8 1t 1:2 ° 11512
css 14 12 - 1:8 C,S - - - 12
c‘s - - - 1:2 CGS 112 - - 112
c.,s - - - 1:4 c75 1:2 - - ul
cns 112 - - 118 CgS not donae

s negative Ll tive
1 to 10 1 to 10) :

wra;CS§,

PITIRYY

(0] Fufly percent :amplunsm fmuon method was used.
) A WS,

D-pPC, dtplommml pul)ucf.hdml: prulein complea.
{5} Antigen concentrations: Histo-4210 ug.ml of carbohydrate and 770 ugimi of proicin; PPC-1500 pyml of carbohydrate and 730 pg
of proieinml; D-PPC-1370 ug-miof carbohydrate and 399 pgimd of proiein; Cocai- 2240 m:nl of catbohydrate and 292 pg mi of

proscin,

{6) Sers which pesenl 30 #;-plus hemolysis a1 an optimum antigen dilution were movdad » nqnm

{) (~) segative rmaction,
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in the compbement fixation assay, the PPC snd D-PPC
were fess specific, in thut positive tilers were obtained

with Coceidivides (Fig. 3 and 4) When the antigen was

with heterologous sera {Table 1). The greatest degree of
croswreuctivity, however, was noled with the crude
coccldividin and hlstoplasmin prepagations.

Foutpad Reactivity

The data obiained from faoipud testing animals senshized
with M, capulatum or C, immitis with the antigens, Le.,
crude histoplasmin, crude idioidin, PPC and D-PPC
are illustrated in Fig. 3 and 4. All reuctions were maxi-
" mum at 24 hours and there were no early Anhus-type
inflammatory reactions with cither the PPC or D-PPC
preparations. Mice- sensitized with Mistoplasma were
mote reactive 10 PPC and D-PPC than those sensitized

adjusted (o 20 pg protein per dose. the animals seashi-
1ed with Coccidioldes and tnml lnh PPC and D-PPC did,
not develop i i dill feom une
sansiized animals until the twenty-fih diy (ollowing
sensitization, and there wete kirge differencen belween
Histplisma and Cocelidiviska seniiiaed unimals ab the
10.and |3 day 1sting petiods. When the untigen preparu.
tions were difiied (o obiain 50 ug carbohydrats per duse,
(such preparations then contained only 10-15 »g protelny,
the specificity of the PPC and D-PPC preparations in
Hisioplarma sensitized animals was even more obvious
and the differences in reactivity between Histoplasma and
Cocciduwides wositized unimals (=mained constant throug-
hout the 30 _days. In general, delayed hypersensitivity
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1 -
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SEMSITIZING AwmtALS

Fig. 4. Foorpad swelling test a1 24 bours in mice 4 wath Mistoplasma 1}

and Coccidioides imnntis. Antigen fested 4t S0 g of catbohydrate per dose, See the legend

to Fig. J for oiher explunaivng.

Clmstorasian  TIAPrc  [HO-PPC g COKIDIOIOIN B SALINE.

Table 2, Macrophage migration inhibitory factor ss3ay'* from mece sensitized with Miroplussnu cupsufium or Coccidioides immitis in the
presence of histaptasmin, PPC, D-PPC™ and coccidividin antigens.

pOSE  INKEIBITION O MIGHATECHsseld
ANTIGEHS Aatigans according SENSITIZED CLLLS
to pg/ml HISTOPLASMA CCCCIDIOIDES NORMAL CELLYH
Histo 75 (protein) 60.0 ¢ 5.6 24,0 ¢ 3.0 1.6 ¢13.1
. 100 {carbohydrate) 76.2 ¢ 2.3 4.3+ 59 6.0¢2,)
14 75 (protein} 74,0 ¢ 4.1 1.2+ 2.2 .8 24
100 (carbohydrate) 69.4 + 3.0 9.0 ¢ 43 .7 %22
o-prC 15 (protein) 60,0 ¢ 5.4 48,0 & 5.0 14.0 & 2.
100 (carbohydrate) 48.6 » 0.4 6.0 ¢ 4.8 11.0 & 0.6

) Amy on the 151h day afier the last immunization dose. .
{6) A 1 PEC- polysacchaside-p n complen; D-1'PC-d iniecd padysdccharide.p 1 comple,
(€} Mean iakibiian of migration + stardard crpor (3,5 from live upmmnh,

([3)



. inhibition obsen el with Couei

and
PPC und

was | 10-15 days following i
declined thereafier, OF the 1wo antigens, i

D-PPC, the D-PPC 4 sppeared more red
MIF tests

The results of the MIF assay wheee in cells fram mice
sensilized with Hntaplasma or Coccidides wers tested
with crude histoplasmin, crude coccidiodin, PPC or
D-PPC are summanzed in Table 2. 1t i~ shtious from
these data hat hire’ Wi Considerable cus-rectn i’
detected, Inhibition of migration ucumed with all homo-
fogous and h. 1 [though the
rsensitne cells incuba-
ted with hﬁlt}ﬁl.n{udn and PPC was sumewbat leas than
that obsenved with Hestoplusma sensitive cells and the
same antigens. Inhibition greater than 20%, was con.
sideeed significant. Conteol cells weee not inlubited by the
antigens.

Diseunsion

The study of the antigens of Hiswplasma capable of

cellutar i ity is of iderable im-
pottance bocause human susceptibility 10 ths intechion
appears to be rclated 1o impaized lymphocyle responses
(1, 1. Histoplasmnis b experimental amimals provides
an excellent experimental maded Jur stmlying the events
triggered dring o cellubar immune respame,

We have latal a palysacchaside-protem complex
and its deproicinized fraction that could be o uetut
tool for dugnmis in histoplasmosis. Thae anugens
detect human antbodics anti-Histoplusma with good
spectiicity an such precipitin teats da unmunoditfusion or
CIE. Furthermore, expetimentally we proved that using
adequate dose in mice, dur antigensire uselu! for detection
of hyperscmsitivity stages. Howeer. it application for
celtular test in human bengs were not explured.

Many investigators have frisctionated histoplasinin,
the cell wall ur the whole fungus and have isolated protein
or carbohydrate antigens with vanable immune activity
(6, 9. 14, 23, 31). Protein fracuons are wsually sccepted
as the most speufic antigens, but some inestigalors
have ceported that the scrologic and hiypersemitive aclive
fructions 1 a polysaccharide (22, 28). Howeser, the
possible tale of protewn contanunation of the polysiccha-
ride preparations cin gol be tuted oul,

A mjor constitucnt of most fung s @ comples cell
wall patysacchande in which galiciomannans are very
impottant, Dumee (10, H), Azuma (2), Reiss (28) and

s have studied g
complews lmm il with a
vity in various lest of cellular immunity. The specilicity
of the preparanons lias varied considerably, In some
instances {26} yalucionunnan complews had reduced
actvily when the complen win disseciated. Salvin (2K)
isoldted @ polysacchiride-protein compley from Hsio-
plasmy in which the carbohydrate moicty was perhaps
the mere mportant porgon {280, The dolated antigens

other investiyat

of palac
i

-from Hovaphayi, sepaeted cartice {3} and-used-in these—

studies, which appear apecilic in in previpiin reactions,
however, deseloped cruse y m I fivae
tion and M1 tests.

On the bisty ol the fooipad test, cross-reactivity bewween - -
Hivtoplavonur and - Cocerdiontes could be reduced by
diluting the preparstions. Since the preparation treted
with proteolytic enzymes was somewhal more reactive
in the fooIpad iy, the carbohydrite mowety may be the
more important. However, the D-PPC did retain some
protein following Pronase und Sevay treatment, so this
there i still the possibulity thist protein is imolved in the
specificity.

Iy using immunologic tests and adjusting th coneen-
teation of the prep subile anig
cin be detected and antigenic prepacations tade whicty
have a high degree of specificny,

Finally we would like 10 comment that we wre awars
that ahe negative lindings for RNA with the orcinol
method wre somewhiat surprsing due 10 ity usual sene
1tivity to some carbohy drate comamination. Nevertheless,
we ate confident of our tesulls since the method proved
adequate in detecting the RNA standaed and yiclled
very levels for the iolated antigens. In adilivon the ab.
sence of RNA is further supporied by the results of the
absorbance in the spectraphutometer method,

Our future studies, it possible, will be 1o characterize
the casbohydraie and the protein components and the
sequence of the complex with its structurat relavioaships,
ie., the spatial ol the molecules snd
compire with sumlar amigens obtised irom other
pathogenic fungus.

We think that these motecules may be very sionlar and
they are imponant in he detennination of the crass-
reacitsity and the speeddicity of the antigens from these
fungi.
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Antigens from Histopl capsulat

and Blastomyces dermatitidis

1. hnnotogical comparative sundivs from polysacchurideprotein complexes of botl) fungi

M. R. Reyes-Montes, A, Martinez, C. Toriello & M. L. Taylor
Depariamente de Ecologia Humana, Facultad de Medicing, UN.A.M. México 20, D.F.

Abstract

Certain groups of fungi share chemical structures which makes difficult the isolation and differentiation of
specificantigens by the usual methods of extraction and purification, Therefore, we have oriented our studics
to the immunological and biochiemicul characterization of differences and similaritics of molecular structures
from fungi, etiotogic agents of systemic mycoses, hoping to establish criteria for the utilization and bandling
of these antigens, B

A deproteinized poly ide-protein plex (D-PPCY was isolated from Mistoplusma capslanen
and Blastomrcees dermatitidis, The immunologicat studies with humoral tests indicate a varjable cross
reaction between antigens of both species. In immunodiffussion systems, the reaction was specific for cach
species using saling solution or phiosphate buffer solution, while using un agarose veronal sysiem, the cross
reactions were very evident, In addiiion, differences in cross reactions were obtained with immunoelectro-
phoresis, hacmag gluti nation and complement (ixation micraeest. This variation in cross reaction responses
suggest thut these antigens (D-PEC) share common structures bist at the sarne time must have some different

component owned by each one of the fungi which makes themn more specific than crude antigens,

Introduction ,

An urgent need ta the present moment is the
isolation of antigenic fractions ol fungi as practical
touls lor dingnosis, epidemiolagicul swudies and
experimental work,

Iy spite of the constant search for a specific and
reactive antigen of the fungi Misoplasima capses
lamim,  Blustomyees dermatitidis,  Coveidivides
immitis and Paracoccidioldes brasitiensis, there is
still no coustant, stable and very specific antigenic
caomponent thut has a uniforn response in all tests
and studies, The external components of these
fungi have been identified and huve shownchemical
siniiluritics, specially in cetl walls, These chenical
struciures are generully of protele nawre, poly-
shccharidesprotein complexes, a or B glucans,

5, galiet amino sugars, and

Mycopathatogia 78, [7-23 (1982). | D301 --186x B2 078100177 $1.40,

o Dr W, Junk Publishers, The 1fague. Prinied in The Netherlands.

“chitin (2, 6. 7, 12, 15, 21-25). I has also been

observed that these similaritics are present in both
phases of growth as is the case of a giugans with
predominant a{d=~3) giveosidic linkages and less o
ti—4) and a (1-6), in the yeast form of
Hoeapudatm (6, 7,15 and P, brasiliemis(9, 12).
I & dermarnidis instead of o glucany there is o
predominance of @ glucans in the yeast form of 1bis
fungusis, 15). By thecontrury, the mycelial form of
these (ungi are enriched by 8 (1-+3) glucans, und
having . dermaiitidis, again the inverse, There-
fore, vurintions in the cell wall of both forms in each
Tungus huve been detected und would give different
melabolites in both phases of these dimorphic
fungi.

One of the principat antigenic fraction and
possible strictural femure of these fungl is
galnctomannan, demonsirated by Azuma ¢/ al. {2)



among others. Nevertheless, this molecule is shared
among these fungi as demonstrated by immuac
cross reactions obtained between them,

Differences and similaritics {qualitative and
quantitative) in physiological structures of hoth
forms of these fungi und certainly between specics
would make us believe that the saluble metabolites
could be similar and at the same time could have
sonic specific differcnce among each onc of the
species, Thisdifference could be musked by an easy
detectable compound extracted or visualized bythe
usual chemical and i logical methods, or, the
specilic fraction could be so intitately united tothe
shared components that it could not be detected by
the traditiona) methods used,

Therefore, we belicve most importamt for the
moment, to identily the similar or shared com-
ponents rather than isolate individual molecules
from cach specics, and subsequenily, locate the
particulur, element from each speeies. With this
basis we hayve initiated a study comparing these
fungal boli at  biochemical, physico-
chemical and immunological levels,

In the present study, Blastomyces and Hisio-
plasma have been studied because they are the two
species that present the greatest immune relation
between them, This rescarch is a comparative
immunologicalanalysis ofa polysaccharide. protein
complex (PPC), possible superlicinl structural
molecule, obtnined from the mycclial form of these
fungal species,

Materiat and scthods
Fungt

RNistoplasma capsulatum strain number 5005,
5027, 5026 and Blastomyces dermatiticdis strain
number $501, 5503, 5504 were oblained from
Instituto de Sulubridad y Enfermedades Tropicales
de México (ISET). They were maintuined in Brain
Heast Infusion Agar (BIH1A) (Difco Lab.).

Antigen extraction and partial purificaiion of
polpsaccharide-protein complex

The linal deproteiniced fraction of these
polysnecharide-protein camplex (D-PPPC) were
obtnined by Sevag mahod (20) and enzymatic

treatment (10, 21), The sequence of extraction and
purification are schematized in Figure | and Figure
. 2, The histoplasmin or blastomycin were separated
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10 B 3T, S8, shale ]

[ 2o 5R

FUI'S smaiagiu rediun
& snen 1OaLIon

dialyein
conentsaLion

v it sons
carunagdtine
el
Honlic pem st pase
il treeipilation
" iml

Procipt tas )
(NC-itusto or THeBlaitab

Cumcal Ssterminating

Fig. 1. Lsolation of polysaccharidesproteincomplex (PP C)hiom
crude antigem.

PIC - Histo
or

15C = Blastn

pratein analyeis

Proraes digust it

Serval ttestrent {(1wkaiann) chiomform)

%10 Lirew

ehloroform=twiutanoh Apwous hase
phave

dialysis v/a distid ol watar

dialysis - concentzatiin

B-NX+il.at0 or D-FIC-Blasto

Qemicdl detenminitionss
casthydrata
prutedn
ua
R
Fig. 2. Deg
{B-PIC),

of polysaccharideprotein complex



by steril filtration of a 6 month Smith's asparigtne
medium culture at 26 °C, Then killed by exposure
to 105 formalin during one week. T'he first step of
.extraction, with phenol (10 grs phenol/ (5 mt
_fitrate) followed by precipitation withethytaleohol
at 950, sepurated a polysuccharide-protein com-
plex (Fig. 1)(22). Thefinal product,a deproteinized
complex (D-PIPC) was obtained by pronase
{Pronase-E Merek) teeatment (10, 21) and by the
Sevag's method (chlvroform-isobutanolexiraction)

Ench D-PPC untigen was dinlysed ogainst
distilled waterfor 24 hours, concentristed by dialysis
using o Spectrapor membrane N° | M.
60008000 and stored 1 -20°C, Detuils of extric-
tion and deproteinization were described in previe
ous papers (21,22), "

Chemical determinations

" Toltal protein content was determined by the
procedurcof micro-Kjelduhl{l 1)and by the method
of Lowry ¢1 al, (13) with bovine serum atbumin as
the standard. For carbohydrate, phenol sulfuric
acid(B) and anthrone (J4) methods were used, with
glucose us siandard. All chemicals were reagent
grade.

Serology

Histoplasmosis and coccidioidomycosis human
serum samples were obtained from Dr, Velasco
(ISET)from culturally provencases ofench disease.
Two blastomycosis sera were a gift from Dr. L.
Kaufman (CDC Aitlanta, USA) and paracocci-
dioidomycosis sera were kindly received from Dra,
A, Restrepo (rom Colombia. A normal negative
human control serum were included in euch series
of tests.

Thengar gelimmunadiffusiontesy was performed
by the method of Ouchterlony (16) using three
different systems in 1.5% agarose base (Hoechst
Lub.); agarose-saline solution (A-SS) aparose-
phosphate buffer solution (A-PBS) ptl 7.5 and
agurose veronal {A-V), pH 8.0. All systems con-
tained 0.019% sodium aczide as preservative, Afier
tests each plate was washed withsaline solution and
sodium citrate solution for 24--18 h. The plates were
sinined with 1% amido bluck in 79 acetic acid and
wished with ethanol und acetic acid v/ v.

, 19

The immunoclectrophoresis {17) was done on
plates chaled with 1,56 agarose in buffer sadium
veronal pH 8.4, Each electrophoretic chamber
containéd 0.03 M veronal buffer pH 84. These
conditions were the optioal ior this test with 100V
during 120 minutes, Afierelectrophoresis the plates
were stained and washed as in immunodilfusion,

Haemagglatination test wus performed by the
glutaraldehyde method (1Y with each antigen in
0.02 M phosphate bulfer plf 8.0,

The fifty percent hemolysis complement lixation
microtest of the Micrabiolopy Dingnostic Unit of
the Communicable Disease Center was used
throughuul the study (18). Prior use, each antigen
was dialysed against veronid buffer, pH 7.4, Titers
were expressed s the reciprocul of the highest
ditution of serum yielding u positive reaction, Sera
which permitted more than IO hemolysis at the
optimumantigendifution were considered negative,

All the antigens used were adjusted to carbo-
hydrate concentration for precipitin tess. 1o pro-
tein concentration for aae magglutination tests and
titers in S0t hemolysis for complement fixition
microtest.

Results

The peeliminar immunological analysis of the
studied antigens was made by the usual humoral
tests in diagnostic mycology, These tests detect
antibodies of the early stuges of the discase
(precipitant IgG agglutinant IgM) as well us the
complement fixing antibodies, in this case 3G, that
appear later at the second to fourth week of
infection. Instend of the routine test, lutex agplu.
tinatiun, glitrntdehyde huemagghtinaon was
used, due to ity high sensitivity fur comparative
studies and more availuble muterial,

Chemical determinations of antigens were done
to adjust a proteln concentration of $0-60 my; nt
for hacmagglulination test und approximately
500 mg/ mlcarbohydrates forimmunadiffusionand
immunoelectroplioresis tests, .

Gel immunodiffusion

Similarities and differences nmong the antigen
were emphazised in this test depending on the .

.agarose system uscd. A good specificity was
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ohserved with homologous sera in agarose saline
solution and agarose phosphate salinion. Never-
theless, crass reactions with heterologousserinwese
deteeted inagarose veromal system, All the systeins
were negative fon nocmal control sera (Figs, 3 and
4). Figure JA shows cross reactions between .

Fig 3. Gel innmnwdyffusion of Histophonma and Mastentreey
antigeas,
Autigens; 1, Blastompxin 5503, 2 D-PIC-Uasio $50),
L O-PRCHbs0 5005, 3 Tlnophomin S008,
5 DPPCA0 5026, 6. 1PPC-Blasto 5503,
Sera: SHL listoplivinasin lman ssamn. K1 IMastomycais
human sesm.

N R A BA

w.n'._‘“i.‘ s : -,

Fig. . Gel innnunodaffistn of Hisoplasing and Rlastomyees
antigen, .
Antigens: 1, Blastomycin’ 5502,
3, Ihistoplasmin 5027,
3. & & Sulinesolution,
Serar SH. Mistoplasaniy ama sesun, SN, Nonsal honsn
v,

2, D-PPC- Wasio 5501,
A D-1ICltiste S022,

Wlastamycin and each D-PPC-Blast with Histoe
giasong serum, partial identity wis made evident
winotg them. Hamalugous antigens D-PPCHito
and histoplasenn, developed a0 pastial idenn
reaction, No doatny reaction i proseat batween
Histo and Blasto D-PPC antigens. Fygure I
illustiates the geactivay ol the same antigens with
observed. Figare iepeats the ictcnon of antigens
from Histuplasma and Blavtonn ces With Hisie-
panitg id noomal seran.

Limunolecreopioreis

Sodinmscronalhulferwas used w siinitar condie
tion as in gel immunndilfusion wst, Fhe seactivity
in this st was homogenous and D-PPC-Hivo
gave asingle peecipitin band with homofogous saia
(Fig. 5). No reaction was observed with D-PC-
Blasto,

Huemagglutination

Resulis of his 1est are compared in Tahle |,
Purified D-PICantigens generadly tespond spevil-
ically 13 its homologous serin, Nevertheless when
crude Tistoplinmin amd blastomycin were used,
crons [eactions were evident in number and titers.
Pterpretation of this table indwate that D-PPC
antigens present a belter teactivity and @ more
hamaogenvus tespunse with ity homologous seva
than shen wsing crade antigens, Aneaception wis
seen with paracoccidividomyensis servm which
reacted with D-PIC Wasta with o B8 tiver,

Tty
AN

{ ‘.l .'@

Fig. 5. himmnvelecttophuieais ol DL PC-Hinto (Ag)and 1
l‘l‘(.‘-llla\mll\_g_.l with Biatoplanibons hunen seran (S
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Pasiemts listapliosmin DI Hlastoyein D-PIC-Hlste
setu 513 pgs wl protein B0 g paateing 8.5 e ml prvein $2.0 4y ol protein
Tier) Titer? Titer? Titer?

Coccidinido
mycusis
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Haengghntinastion was made by the ghnaraldebyde method, ceadings al 2and M b Protein determinativns of antigens wete done by
micto-Rjeldahl and Lowry procedures. Fraction in pazenthesis indicats: auarber of sera haemasgglutination titer (ol numbers of
Proven serd. -
Tilets tahge -

Complement fivation microtest the paracoccidividomycosis sern had o greater
. . reactivity in this test than with haemagglutination,

T this vest cross reactions were also evident
{Table 2), sieventheless the eross reactivity of the

purificd antigens (Histo ar Blasto D-PPC) was Discussion
higher whenecampared with the haemagglutination
test (Tuble 11 The tesulis with blastomy cosis and © The wilization of immunolagical procedures in

histoplasmaosis sera ke this clear. FFusthermore, mycological seradiagnosis, epideminlogical stadies

=Fubly 2, Compigativg results of complement fivation microrest with patienty sera va, crude and punificd antigens of Histoplani srl
Blavcmyees, .

Paticnts Histoplasmin O-PPC-Histo Tlastomycin D-PPCelilasio

ain 0% suey p{1 Siite
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il lbapstory reseuich, have been widdely used fur
several years, Nevertheless, there hos always beenu
continuous seareh for heiter specifie amd reactive
antigens concerning principally fungi thist cause
systemic infections.

In serodiugnosis procedures, detection of pre-
cipitin, complement fination and lutex agglutina-
tion antibodies arc the most used technigues,
Therefore the search of aatigens with s unifarm
reactivity and good specility ire necessary in view
to obtarin o standarization based on an easy isoka-
tion and acceptable range of uniform resnhs in
myeological serodiagnostic laboratories throtugh-
out il world. With this ides we have faitiated our
study hoping 1o clarify and not confuse the actual
knowledge in this arca.

Gel immunodiffusion test, because of its great
facility of performance, is one of the most used
serodiagnostic procedures. Therefore it is inter-
esting to note that cross reactions miy be appatent
ot nol, depending on the solvent used in this test:
sodium veronal, snlmcsalulmnorphusph.uu buller
solution. n our cise when purified an
PPC-1isto and D-PPC-Blasto were tested
its respective homologous,  heterotogous  and
normal sery, wsing saline and phosphate buffer
solution, no cross reactions were observed, Never-
theless using sodium veronal as solvent, cross
reactions were evideat benween D-1PPC Blasto amd

- D-PEC-Histn with heterotogous seri.

The immunpclegirophoresis gives a greater reso-
lution of i puyified antigens, giving only one
peelect band for D-PPC-NHist suggesting that this
method of untigen extraction and deprotginization
treatment gives an homugenous polysiccharides
prolein complex mixture,

With ¥ gl tion snd o fixa-
lion tests, itis observed thit D-PPC antigens are
more specific than crude antigens (Tables | & 2)
and considering ngghetination titers of B8 and 1:86
usindex of n presumptive infection or reactivity, we
con see that laenagghuination test mukes more
evident the eaction between hamologous systems
using puified antigens.

1t is obvious thut cross seaciions exist but these
wre much more cevident with crude thian with
purificd antigens. Neverthieless the paracoccidioido-
mycosis scra exhibits a high cross seactivity with
both untigens (crude & purificd) tha we do not
understand at the present moment,

In previous work (21, 22) the immunological
study of D-PPC-Histo antigen with homaologons
human seca and coceidividomyeosis human sera as
well as witl cetlutar vesponse ip Mivioplasnns amd
Coccidioides sensitized mice apparently showed no
eross seactions. This was also the case in precipi
tion tests when using agarase-saline solution and
agarosesphosphine buffer solution,, The present
reslts corroborile our previots conclusions,

Although our results suguest similrities between
the stadied antigens, as revealed by the immune
systern recognition, there are also considerbile
dilferences berween them, since the results are not
uniform but quite variable,

There have been innumerable works on fungal
antigens but unfornmaiely there has not been a
common criterin in isolation and purification
methods, and therelore no uniform results. In spite
ofvery elaborate antigens insome ualified centers,
these are not commonly available in  pour
wmiycological dingnostic laboratories throughout the
world. Therefore we are certuin that an Inerna-
tional Sy mposivm on Fungal Antigens would be of
an ¢normous profit to all who work this avea.
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BIOCHEMICAL STUDIES QF POLYSACCHARIDE-PIUTEIN AHIIUEND Frur funu Lnusii
e SYSTEMIC MYCOSIS,

Toriello, C., Rosas; J.L., Martinez, A., Reyes-Montes, M.R., Latgé, J.P.* and
Taylor, M.L.

" Departamento de Ecologia umana, Facultad de Medicina, Universidad Naciona}
Auténoma de México, México, D.F., *Lutte Biologique, Institut Pasteur, Paris
France.

Although much research has been done to obtain specific and reproducible
antigens from dimorphic fungi causing systemic mycoses, results are still far
from accurate, The recognition of different antigens in different cell types,
the different extractions, fmnunological and analytical methods of character-
ization and identification of antigens from llistoplasma capsulatum, Blastomyces

dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis and Cnccidioides imnitis rafses a
great doubt about which would be the best for its routine use in fungal sevo-
diagnasis. Furthermore, the above facts justify the continuous research by
each group of investigators in order to isolate and work with its own antigen.
In previous works {10, 11} a deproteinized, polysaccharide-protein complex
(D-PPC) was fsolated with a yood immunological activity from . capsulatum and

B. dermatitidis. Low cross reactions were found among these fungal antigens in
tonmon mycological serodiagnostic procedures. The facility of isolation and
Jreat stability makes its use possible as a current antigen in deep mycosis
diagnosis. Therefore, it is our aim in the present study, lo characterize
this D-PPC in order to make obvious the possible biochemical similarities
and differences and ohtain a good standarization of these fungal molecules.

MATERIAL AHD METIODS

whatum (5005,
idinte s (49,
aracoceii A1iensis (Murelio), “MT straing ave fram Tnsti-
tito de Salabrinad’y Enformodades Tropfcates (ISET), Mixico. Fungi were grown
in Smith's aspariagine medium during six months at 26°C,
Antigens. Polysaccharide-protein complexes (PPC) were {solated by filtration
TMi1TTpore)} of the culture medium {crude antigens}, phenol extraction {10 mi
phenol/10 q filtrate), dialysis and alcohol {901) precipitation. The
deproteinized polysaccharide-protein complexes (D-PPC) were obtained after
Sevag (chloroformn-butanol, 10X) and pronase {14, 37°C, one week) treatment.
Chemical and Analytical Procedures. fProtein and total carbohydrate contunt of
0-PPC were measured by Lowry (7] and phenol-sulphuric {1) methods respectively.
Hucleic acids were determined by the orcinol (5) and 4-nitrophenil hydrazine
(12) methods. Hydralysis of D-PPC was carried out in HC1 4N, during 4 hrs at
100°C and neutralized by KOM "in vacuo®. Hydrolysates monosaccharide
composition were determined by thin layer chromatography, and silane deriva-
tives were prepared and separated by gas-1iquid chromatography and quantified
by peak area planimetry, Polyacrylamide gel electrophoresis of 0-PPC's was
realized with 5% acrylamide, electrophoresis at 100V during 2 hes and.then
stained with Periodic Acid Schiff reagent,
Serum, Was obtained from a histoplasmotic patient with the disseminated form
of the disease., :
Serologica) test. Ouchterlony's agar gel fomunodiffussion (B) was used to test
the Jnmunclogical activity from the four different antigens {D-PPC) with an
histoplasmotic hunan serum,

Fungi. The four fungi used in this study were Histoplasma caps
5026, 5027), Blastomyces dermatitiais (5504,5501), Coce fies
5221) and Parg

RESULTS

Protein, total carbohydrates and nucleic acids frem D-PPC's of all strains
studied are shown in Fig, 1. Although two deproteinization methods were used,
there was sti11 from 1.3 to 9.3% of proteln in each D-PPC. This proteic
fraction s strongly united to the polysaccharide fraction and we believe this
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unfan {s the most important part of the molecula,

B o
B manTns
£ Mg acpsevaey

Fig. 1  Chemical composition (%) of D-PPC antigens.

After hydrolysis of D-PPC's, thin layer chromatography detected three impor-
tant sugarsé glucose, mannose and galactose in all four fungf, while traces of
hexosamines were detected in H. capsulatum and C. iamitis. In Fig, 2 the *
monosaccharide composition (%) of the polysaccharide fraction by gas-1iquid
chromatography can be observed.
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Fig. 2 MOnos?ccharide composition (%) from the polysaccharide fraction of
D-PPC's,

In view of the very poor growth of P, brasiliensis, there was not enough
D-PPC for this analysis, Current work is being done in order to obtain
available materia) for this funqus. The percent of sugars present are very
similar in the three fungi although galactose has a smaller proportion (2.8 -
13.6%) and there is wore mannose than glucose for H. capsulatum, Poly-
acrylamide gel electrophoresis was done to observe the purity of the isolated
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D-PPC (Fig. 3). After testing different acrylamide concentrations (5, 6, 7,
10, 12, 15%), the best resolution was obtained at 5% acrylamide, and 3 bands

for H. capsulatum, two bands for B. dermatitidis and one band for C. immitis
were made evident. None could be.observed for P. brasiliensis.

i
|
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£

O-PPC histo
D-PPC blasto
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Control
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T 1 o-pre cocxi

82
L1
|

Fig, 3  Polyacrylamide gel electrophoresis of the D-PPC antigens (schematic
representation).

The Ouchterlony immunodiffusion test was done (Fig. 4) in order to test the
immunological activity of the D-PPC antigens, compare them with crude
antigens: histoplasmin, blastomicin, coccidioidin, paracoccidoidin and observe
cross-reactions between the four fungi.

Fig. 4 Agar gel immunodiffusion of D-PPC's, Cd-coccidioidin, Pc-paracocci-
dioidin, Bm-blastomicin, Hp-histoplasmin, Hs-histoplasmosis human
serum,
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D-PPC's show Jese cross-reactions than crude antigens, although there are
sti1] cross-reactions between heterologous D-PPC's,

DISCUSSION AMD CONMCLUSTONS.

Apart from its facility of isolation and stability, the jsolated D-PPC gives
a good imnunological response and Yow cross-reactions in routine tests for
systemic mycoses diagnosis.

H. capsulatum, 8. dermatitidis, P, brasiliensis and €. immitis share some
biochemical structures as has been demonstrated by different jnvestigators,
AVl four fungi contain glucese, mannase, galactose and chitin in their cell
wall, although the glycosidic linkages or / and concentrations are different
whether i the mycelial or yeast form. Therefore, antigens from these four
organisms, which are derived from mycelial or yeast cell walls or whole cells,
must probably contain similar structures and also, must have some particular
or species specific structure,

The presence of commnon antigens by these microorganisms are responsible for
the Vimitatfons on the jmmunological interpretation of the serodiagnosis of
deep mycoses. This particular characteristic has been considered by many
authors (4) who by bidimensional inmunclogic analytic procedures {Cross-
jnmune electrophoresis, tandem crossed {mnwngelectrophoresis, etc),
investigated the relationship among this group of fungi, demonstrating the
comion and different antigenic structures between then, Kashkin and cols

(6) also made a comparative hiochemical study of these molecules, using the
usual methods of extraction, to obtain polysaccharides-vich or protein-rich
fractions and also showing the known fact that protein-rich antigens are
usefu) for detection of cellular immune response and, polysaccharide-rich |
fractions for detection of huworal immune response. They also made cvident*
the cross reactions present among these fungi in humoral and cellular tests.
Different authors have isolated specific antigens from each species, as are
antigens H and W from W, capsulatum, (9) antigen A from 8. dermatitidis (2),
antigens A & B from C. imnitis (3)7and antigen E from P. brasi H

uonitis 3},

However, Lhey can only be oblained after laborious and expensive methods
which can not be established in all fungal serodiagnostic laboratories. All
of these works have been made in order to clarify differences and similarities
among these fungi in order to currelate host imunologic response with
diagnosis, course and proynosis of clinical disease.

Ve certainly think then, that there must exist a standarization of antigens
in order to obtain the characteristics of a good routine reactive: facility
of isolation, low-cross-reactions, good specificity, high reproductibility
and great stability. To attain this goal we think that a1l of us who work in
this area should promote an international symposium on fungal antigens in
order to exchange different knowledge and obtain consequently the so desived
standarization of fungal aniigens.
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IN VESTIGACIION DE LA RESPUESTA INMUNE A ANTIGENOS
FUNGICOS EN PACIENTES DE UN HOSPITAL DE
ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

por: Martin Becerril, *

Gustavo Acosta, **

Jestis Casasola,*

Fernando Rebora Gutidrrez, ***
Maria Luisa Diaz Gormez, ***
Oscar Velasco Castrejon, ** **
Maria Lucra Taylor* y

Conchita Toriello*

.- RESEARCH OF THE IMMUNE RESPONSE TO FUNGAL ANTIGENS
FROM PATIENTS OF A RESPIRATORY DISEASE HOSPITAL

In order to amplify the knowledge of systemic mycosis in‘Mexico, and
characterize the possible associations with pulmonary disease, different in-
munological tests (precipitation, complement fixation, ELISA, skin test)
were performed in 98 patients from different regions of the Mexican Kepu-
blic hospitalized in a National Institute of Respiratory Diseases (which con.

. centrates patients from the Mexican Republic), where 95% of the patients
. had chronic tuberculosis. Seven crude fungal antigens (histoplasmin, blasto-
mycin, coccidioidin, paracoccidioidin, candidin, sporotrichin and aspergillin)

« and 3 punned antigens (deproteinized polysaccharide protein complexes,
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D-PPC): D-PCC-histo, D-PPCocci, and D-DPPC-paracocci were tested. The
results indicated an immunosensitizing contact between patients and fungi
and a greater reactivity of crude antigens than purificd antigens was obser-
ved in the immunological tests used.

RESUMEN

Con ¢l fin de ampliar ¢l conocimiento del estado actual de las micosis
profundas en México y 'caracterizar posibles asociuciones en padecimicntos
pulmonares o profundos, se realizaron diferentes prucbas inmunologicas
(precipitacion, fjjacion de complemento, ELISA, intradermorreaccion) en
98 pucientes ‘provenientes de distintas regiones de México hospitalizados en
un sanatorio de enfermedades respiratorias (que concentra pacientes de to-
da la Repablica Mexicana) donde el 95% de los pacientes padecian de tuber-
culosis crénica. Se probaron 7 antigenos fingicos crudos (istoplasmina,
blastomicina, coccidioidina, candidina, esporotricina y aspergilina) y 3 anti-
genos purificad os (complejos polisaciridos-protefna deproteinizado CPP-D):
CPP-D-histo, CPP-D<occi, y CPP-D-paracocci. Los resultados indicaron un
contacto inmunosensibilizante de los pacientes con los hongos y una mayor
respuesta de los antigenos crudos que los purificados en las pruebas mmu-

nologicas unlu.ldns

INTRODUCCION

Desde que Gonzalez Ochoa (1960) y Carrada (1962) realizaron un estudio
de pacientes de diferentes hospitales de México para ver su respuesta a anti-
genos tangicos, no se habia vuelto a investigar sobre la incidencia de las mi-
cosis profundas en pacicntes de_enfermedades respiratorias, Teniendo en
cuentas que la histoplasmosis es ya considerada en México una micosis im-
portante en la salud publica (Velusco, 1985), ademids de que existen zonas
endémicas de coccidioidomicosis y paracoccidioidomicosis en el pais (Velas-
co, 1981; Gonzéilez Uchoa, 1967) y tomando en cuenta el frecuente diagnosti-
co de candidosis en centros hospitalarios, se consideré importante realizar el
presente trabajo en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
(INER) que concentra pacientes de toda la Republica Mexicana. Debido al he-
cho de que en nuestro laboratorio se obtienen antigenos para el diagnostice

.y prondstico de tas micosis profundas y oportunistas (Toriello et al., 1982),

nos par«.clb importante probar lu reactividad y especificidad de antigenos
crudos'y purificados en diferentes pruebas inmunolégicas en una poblacion

“de pacientes con enfermedades respiratorias, con el fin de caracterizar posi-
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bles asociaciones o antecedentes de enfermedades micoticas, ya que muchas

vetes éstos pacicntes desarrollan infecciones concomitantes que dificultan’
. Al . .

1a resolucion del padecimiento,

MATERIALES Y METODOS

POBLACION ESTUDIADA: El estudio tue realizado en 98 pacientes
del INER, a los cuales se les tomo 10 m! de sangre para obtener el suero y se
Jes aplicé la intradermorreaccion al dia siguiente. Las caracteristicas de los
pacientes vienen descritas en fa tabla L. : .

" HONGOS: Para obtener los antfgenos se utilizaron cepas de hongos als-
lados de casos humanos: Histoplusma capsulatum (cepa Leon Pérez), Paraco-
ccidiowdes brasiliensis (ISET-5508), Coccidioides immitis (ISET-5221), Blas-
tomyces dermatitidis (1SET-5005), Aspeigillus fumigatus (EH-20), Sporo-
thrix schenkii (CDP-705-78) ¥ Candida albicans (EH-21). Las cepas fueron
mantenidas en agar de Sabouraud a 26°C cn el laboratorio.

ANTIGENOS: Sc obtuvieron 7 antigenos crudos y 3 purificados. Las his-
toplasmina, blastomicing, paracoccidioidina y coccidioidina fueron obteni-
das del cultivo en medio de Smith con asparagina despuds de 3-4 meses de in-
cubacién a 26°C. Cada filtrado fue 10 veces concentrado de su volumen ini-
cial, obteniéndose asf los antigenos crudos mencionados. Las histoplasmina,
paracoccidioidina y coccidioidina tucron purificadas posteriormente por mie-
dio de la téenica de Kirby (1956) modificada’por Taylor (1977). A 10 ml de fil-
trado concentrado se le agregaron 10 grs de fenol liquido. Se separd fa fase
acuosa, la cual fue precipitada por etanol al 95%. Este precipitado fue poste-
riormente desproteinizado por pronasa al 1%, 37°C, durante 7 dfas (Taylor,
19°7'1; Sevag, 1934), obtenicndo asi los antfgenos purificados denominados
complejos polisacirido-proteina desproteinizados (CPP-D) de /. capsulatum
(CPP-D-histo), P. brasiliensés (CPP-D-paracocei) y C. immutis (CPP-D-cocci).

La aspergilina fue obtenida del filtrado del cultivo de A. fumigatus con |
mes de incubacién a 26°C ¢n medio de Czapek modificado (dextrosa en lu-
gar de sacarosa). El filtrado fue dializado y concentrado 10 veces y precipita-
do posteriormente por acetona en frio. La esporotricina fue obtenidy del fil-
‘trado del cultivo de 3 meses de incubacion de S, schenckid a 26° C en medio
sintético de Mariat (Toriello y Mariat, 1974). El filtrado también fue dializa-
doy concentrado para su posterior precipitacion por alcohol (3X) y secado
por acetona en frio. .
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La candidina fue obtenida de levaduras,cultivadas a 37°C, en medio se-
misintético constituido por: dializado de extracto de levadura 10 g,
KH,PO, lg, KCL 0.5 g, FESO, 0.015, MgSOy4 0.5 g, y glucosa 30 g, c.b.p.
1000 m). Después de 48 horas de incubuacién, las células fueron muertas con
formol al 0.5% y lavadas tres veces con solucion salina. Las levaduras se roni-

“pieron por medio del fraccionador RIBI a 40,000 psi, 7 veces por 5 segun-
dos. Se procedio a upa centrifugacién (250Xg) para eliminar el debris celular
y ¢l sobrenadante fue utilizado como antigeno, A todos los antigenos utili-
zados se les determind proteina (segin Lowry, 1951) y carbohidrato (segin
Morris, 1948).

INTRADERMORREACCION (IDR)

Para la prueba intradérmica, se regularizaron los antfgenos en reactores
-conocidos aproximadamente 10 ug protefna/0.1 ml de solucién saling isoto-
nica estéril. Solamente la esporotricing fue utilizada a una ditucion de 1/2000
que corresponde a 3.5 ug prolefnaf0.| ml. La prucba se realizé aplicando
0.1 ml intradérmicamente en I cara interna del untebrazo. Seley6 a las 24 y

", 48.horas, considerindose positiva la rwccnén con eritema e induracién ma-

“yor de § mm de didgmetro,

PRUEBAS SEROLOGICAS

El suero separado de cada paciente fué distribuido en alicuotas y almace-
nado en congelacibn con azida de sodio como conservador.

La inmunodifusion (ID) se desarrollé seguiin la técnica de Ouchterlony
(1978) con una solucion amortiguadora de glicina (7.5% glicina, 0.9% NaCl
y 0.1% azida de sodio) con 1% de agarosa. La contrainmunoelectroforesis
(CIE) se levo a cabo utilizando solucion amortiguadora de veronal pH 8.2
con 1% de agarosa y una corriente de 1 mA por placa durante ! hora. La reac-
cion de fijacion de complemento (RFC) se realizo segln la técnica del 50%
de hemélisis (Manual OPS, OMS, 1975) y finalmente para la prucba de ELI-
SA (Ensayo inmunocnzimitico), se procedi6 segin la técnica de Voller et al.
(1979) utilizando un conjugado anti-IgG anti-lgM marcado con losfatasa al-
calina (Cordis-USA) estimada por absorbancia a 405 nm, corrigiendo los va-
lores con la absorbancia no especifica de sueros normales. Esta téenica sélo
- fue llevada a cabo en los sueros que presentaron reaccion positiva a las prue-
bas de inmunodifusiéon y contrainmunorlectroforesis para comparar la reac-
tividad y sensibilidad de los antigenos crudos y purificados.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd con tablas de contingencia para calcular la significancia (P) por
medio de x2

RESULTADOS

La poblacion de pacientes estudiada pracedi6 en su mayorfa del pabe-
116n 5 del Instituto de Enfermedades Respiratorias, constitufda totalinente
de mujeres-entre 17 y 75 anos de edad y de las cuales el 75.7% padecfan de
otras enfermedades respiratorias (Tabla 1). Tomando en cuenta la division
de la Repiblica Mexicana en doce regiones de mayor a menor marginacion
de la poblacién segin el IMSS-COPLAMAR (Tabla2), se puede observar que
la mayoria de los individuos provenfan de la zona centro del pafs (Estados
de México y Morelos: 27.55%) y del Distrito Federal (20.4% ). 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 en un rango de 17 a 75 ahos, se encontrd que et 92% de los casos que resul-
taron positivos a las pruebas intradérmtinas realizadas, correspondian a indivi-
duos de menos de 60 afios ¥ un 7.47% a mayores de 60 afios (Tabla 3).

La aplicacion de la prueba intradérmica (IDR) con los 7 antigenos en la '
. poblacién estudiada, mostrd que el mayor nimero de reactores positivos
a éstos antfgenos fungicos provenian de los estados de México, Morelos y
D.F. (Fig.!), lo que corresponde asimismo al mayor nimero de pacientes de
esta zona (Tabla 2). En !a fig. 1 podemos observar una reactividad a la IDR
del 1% a la histoplasmina en la regién Centro, 8.1% ala coccidioidina en lasre-
giones del Golfo Centro y D.F.; 11.2% a la paracoccidioidina en las regiones
del Golfo Centro; 12.2% a la blastomicina en las regiones del Centro, D.F.,
Golfo Centro, Centro Este, Pacifico Centro; S.0% a I esporotricina ¢n
lus regiones Centro, D.F., Golfo Centro, Pactlico Centro; 17.3% a la candidi-
na de las regiones del Centro, D.F., Golfo Centro, Centro Este, Pacftico Sur,
Paclfico Centro, Norte; y por 0ltimo 5.1% a la aspergilina en las regiones del
Centro, Centro Este, Pacifico Sur y Pacffico Centro.

En la Tabla 4 se puede observar el resultado de las pruebas de inmunodi-
fusion en gel (ID) y contrainmunoelectroforesis (CIE). La mayor reactividad
la encontramos con el antigeno de paracoccidioidina, tanto en 1D como ¢n
CIE. La blastomicina fue negativa para todos los pacientes en 1D, sin embar-
g0, se encontrd un 28.5% de reactividad en CIE.

.Teniendo en cuentaqueel12°% de fas pacientes estudiadas presentabzn tu-
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TABLAI
POBLACION ESTUDIADA

NUMERO: - 98 pacientes del Instituto
Nacional de Enfermedades .
Respiratorias.

EDAD: 17 - 75 aiios.
SEXO: Femenino

DIAGNOSTICO: Tuberculosis 75.5% .
) Tuberculosis y diabetes 12.0% -
Otras enfermedades res-
piratorias. ' 12.3%

berculosis y diabetes y ésta tltima afeccidn es un factor predisponente en ta

- adquisicién de micosis oportunistas, se traté de relacionar los resultados de .
las pruebas realizadas en estas pacientes con asociaciones micdticas y se en-
contré ¢n tres de ellas una probable asociacion con candidosis ya que presen-
taron positividad en las prucbas de fijacién de complemento, contrainmunoe-

" lectroforesis y a la intradermorreaccién con el antigeno candidina (Tabla 5).

Para tratar de encontrar una correlacion entre las distintas pruebas inmu-
nolégicas utilizadas, se realizé un andlisis estadfstico por x2 y se encontré
que al correlacionar las pruebas de IDR e 1D no habia correlacion (P>10.05)
para cada uno de los antigenos. Por otro lado al unalizar la 1DR con la CIE
utilizando el antfgeno coccidioidina, s¢ encontré una correlacién (p<0.05)*
la misma que se detectd con la candidina al correlacionar la 1DR con la:
RFC (p<0.05) (Tabla 6). Sin embargo, con los otros antigenos estudiados no
se logré observar ninguna correlacién (p>0.05). .

Piifa valorar la utilidad de.los antfgenos purificados frente u los antigenos |
crudos, éstos fueron confrontados en pruebuas de inmunodifusién, contrain-
munoelectroforesis y ELISA.
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TABLA 2
PROCEDENCI A DE LOS PACIENTES EN LA REPUBL!CA
MEXICANA*
REGIONES % REGIONES %%
Pacifico Sur Pacifico Centro
Chiapas . Durango.
Guerrero 17.3 Nayarit’ 2.04
Oaxaca Sinaloa
- Centro Este Centro
Hidalgo México
Puebla 10.2 Morclos 27.55
Tlaxcala i <
CentroNorte Occidente
San Luis Potosi | 1.02 Aguascatientes
Zacatecas ‘ Colima 1.02
Jalisco :
Centro Occidente ' Norte
Guanajuato Coahuila
Michoacin 1.02 Chihuahua .| 204
Querétaro ‘ Nuevo Leén
Tamaulipas
Sureste Pacffico Norte
Campeche . Baja California Norte
Quintana Roo 0 Baja California Sur 0
Yucatdn Sonora
Golfo Centro Distrito Federal
Tabasco . Ciudad de México
Veracruz 14.2 204
*Lap dencia de los paci fue iderada de do a la regionalizacion de Ja Repiblica

Mexicana por el IMSS-COPLAMAR.



TABLA 3

) RELACION ENTRE LA EDAD DEL PACIENTE Y SU RESPUESTA A

ANTIGENOS FUNGICOS EN IDR
- EDAD*

ANTIGENOS CRUDOS < 60 AROS ‘ ' 60 ANOS -

CASOS POSITIVOS (%) . CASOS POSITIVOS (%)
Histoplasmina i 0
Coccidioidina 7.4 11
Paracoccidioidina 116 0
Blastomicina 116 1]
Esporotricina 4.2 11
Candidina 16.8 11
Aspergilina 5.3 0
TOTAL DE CASOS 92.6 14

*Rango de edad de los pacientes: 17-75 afios,
IDR=INTRADERMORREACCION

813
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TABLA 4

RESPUESTA DE LOS ANTIGENOS CRUDOS FRENTE A PRUEBAS DE
INMUNODIFUSION Y CONTR AINMUNOE LECTROFORESIS

ANTIGENOS PRUEBAS HUMORALES

] CONTRAINMUNO

INMUNODIFUSION | ELECTROFORESIS
Yo %
Histoplasmina ‘ 71 27.5
Blastomicinag 0 . 28.5
Paracoccidioiding 18.3 43.8
Coccidioidina 1.0 234
Lsporotricina 10 193
Candidina 3.0 3.0
Aspergilina 9.1 3.0

Como se puede observar en la tabla 7, 1a reactividad de los sucros frente a
los antigenos de Histoplasma, Coccidioides y Paracoccidiondes baja a 0 en las
pruebas de 1D y CIE al utilizar los antfgenos purificados (CPP-D's). En la ta-
bla 8 podemos observar también que ¢l porcentaje de rL.lCllVl(ldd se rulucc
en la prueba de ELISA al utilizar los ant{genos purificados.

* DISCUSION Y CONCLUSIONES

La poblacién de pacientes estudiados correspondié solamente a mujeres,
debido a que se inicié el estudio en un pabellén del hospital que comprendfa
unicamente pacientes de sexo femenino, El estudio continuard mds adelante
con otros pabelloncs, donde la poblacidon comprenda también individuos del
sexo masculino, Sin embargo, la caracteristica del sexo de esta poblacion es-
tudiada debe ser tomada en consideracion, ya que se ha tratado de compro-
meter diferentes respuestas de susceptibilidad del huésped a infecciones fan-
gicas dependiendo del sexo del sujeto. A nivel experimental se ha visto que
las hembras desarrollan més resistencia a la enfermedad en modelos anima-
les frente a infecciones por Histoplasma capsulatum (Taylor et al., 1982) y
Cryptococcus ncoformans (Muchmore et al., 1982). Sin embargo, en huma-
nos, la menor Necuencia de infecciones fiingicas en ¢l sexo femenino se ha



ANTIGENOS PRUEBAS INTRADERMICAS

POSITIVAS (*A)
@ HistorLasming ] :
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" - Fig. 1. Relacibn entre pruebas intradérmicas a antigenos fingicos y la procedencia de los pacientes.
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TABLA §

REi.AClON ENTRE PACIENTES CON TUBERCULOSIS/DIABETES
Y POSITIVIDAD A PRUEBAS INMUNQLOGICAS
CON ANTIGENOS FUNGICOS

PACIENTES DIAGNOSTICO POSITIVIDAD ANTXGENO
' PRUEBAS .
INMUNES
AM.G. Tuberculosis CIE, IDR. Candidina
Diabetes RFC (1:64)
LMA. Tuberculosis IDR Candidina -
. Diabetes RFC(1:16)
E.QE Tuberculosis RFC(1:8) Candidina
’ Diabetes

E1129% de todos los pack tudiados p berculosis y diab

. §861°1 YN xap a2y

12z .
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TABLA 6
CORRELACION ENTRE PRUEBAS INMUNES Y ANTIGENOS
' ' FUNGICOS
TODOS LOS ANTIGENOS " IDRAD P> 0.05*
COCCIDIOIDINA IDR/CIE <0.05
CANDIDINA " IDR/RFC, P<0.05

* Audlisis catadisticos por b

IDR : Intradermorreaccidn,

1D : Inmunodifusién, .
REC: Reuccién de Fijacién de Complemento

TABLA 17

COMPARACION DE ANTIGENOS FUNGICOS, CRUDOS
Y PURIFICADOS EN PRUEBAS INMUNOLOGICAS

. REACTIVIDAD
: : 1D . CIE
ANTIGENOS % %
Histoplasmina 7.1 27.5
CPP-D-histo . 0 0
Coccldioidina : 1.0 23.5
CPP-D-cocci ‘ 0 0
Paracoccidioidina 8.4 43,9
CPP-D-paracocci : 0 0

, ID: Inmunodifusion
"CI¥ : Contrai 1 f "
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TABLA 8 , .
" COMPARACION DE ANTIGENOS FUNGICOS CRUDOS Y PURIFICADOS
(CPP-D) EN ELISA

ANTIGENOS ' ELISA*

' “% DE REACTIVIDAD **

HISTOPLASMINA ) 66.6

CPP-D 46.6
COCCIDIOIDINA . 53.3

cPp-D o NH

PARACOCCIDIOIDINA - ' 40

CPP-D _ 33.3

¢ Elisa indirecta utilizando un conjugado con fosf: Jcalina anti JgC, anti IyM (CORDIS-USA),
estimada por abostbancia a 405 nm, comigiendo los valores con la absorbaica no especifica de
sueros normales. ’

i Beaaid

** De 15 sucros con bandas en ifusién y contral 1 f
NI no hecho,

relucionado con ¢l cardeter ocupacional def huésped, ya que son tos hombres
los que estdn mds expuestos ol habitat nutural del hongo debido a su activi-
dad faboral (Rippon, 1974). Estas observaciones deben ser tomadas ¢n cuenti

. para explicar ka buja reactividad en prucbas cutdneas, por gjemplo, a antige-

nos de H. capsulatum (%), C. fmmitis (8.1%), P. brasiliensis (1..2%), entre
otros. Al ubicar Ja procedencia de los pacientes segin las regiones de la Repu-
blica Mexicana, se observo que la reactividad de los antfgenos en su mayorfa,
cotrespond{a a zonas endémicas para los diferentes hongos estudiudos, por

" ejemplo, ln mayorfa de los pacientes reactivos a la IDR con paracoccidioidina

provenfa.de la region que comprendfa el Estado de Veracruz, 1a cual coinci-
de con una de las zonas endémicas mds importantes de paracoccidioidomico-
sis en México. Sin embargo, la prueba de la coccidioidina fue la dnica que no
pudo relacionarse con la conocida zona endémica de coccidioidomicosis en
los Estados del norte de la Republica. Este hecho puede explicarse de dos ma-
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neras, una, que el paciente en algiin momento estuvo en la regién endémica
habiéndose sensibilizado, o bien, la respuesta detectada puede deberse al cruce

de otros ant {genos como la paracoccidioidina e histoplasmina.

Los resultados obtenidos con blastomicina ameritan una discusion parti-
cular, ya que ¢l haber encontrado una reactividad de 28.5% en CIE (Tabla 4)
se debe posiblemente al conocido hecho de 1a gran reactividad cruzada que
presenta B. dermatitidis con H, capsulatum y P. brasiliensis y la mayor sen-
sibilidad de la técnica de CIE sobre otras pruebas como la 1D que pudieran
poner de manifiesto estos resultados falsos positivos, considerando que esta
enfermedad no ha sido descrita en México,

Las caracteristicas de asociacion de la infeccidn tuberculosa con infec-
ciones por hongos, s¢ ve bien cjemplificada en la relacién tuberculosis/dia-
betes (12%). EY hecho de que el 25% de estos pacientes presentaron prucbas
inmunes positivas a la candidina (Tabla 5)sugiere fuertemente una asociacion
con Candida lo que es muy frecuente en pacientes diabéticos,

El empleo de las diferentes pruebas inmunes con los antfgenos fungicos
nos permitié discriminar aquellas pruebas que presentaban una mayor rela-
', ci6n, observando que las pruebas que mis correlacionaban entre sf fueron la
IDR.con la CIE al utilizar 1a coccidioidina y !a IDR con 1a RFC al utilizar
candidina (Tabla 6). Esto podrfa sugerir la importancia del uso de estas prue-
bas para ¢l diagnéstico y prondstico de padecimientos micoticos. ‘
De un modo general, los antigenos crudos presentaron una mayor reacti-
vidad que los antigenos purificados, particularmente en pruebas de menos
sensibilidad como 1a inmunodifusién en gel y la contrainmunoelectroforesis
(Tabla 7) donde los antigenos purificados no fueron funcionales, sin embar-
go, estos antigenos son utiles en prucbus de mayor sensibilidad como la
ELISA. A pesar de presentar menor reactividad que los untigenos crudos,
éstos son quizds mds utiles porque exhiben un menor grado de reactividad
cruzagla, Los antigenos crudos por reaccionar ¢n vrusbay de ficil mancjo v
répida deteccion, serian los ideales para estudios de tipo generas y eprdemio-
l4gicos, mientras que los purificados los ideales para pruebas de dingnéstico
y pronbstico, :

Finnl}nente, el estudio indicé un probable contacto de los pacientes con
los agemes etioldgicos de las micosis estudiadas y ¢l ampliar la poblacion de
trabajo, sobre todo la del sexo masculino, nos dard una indicacion més clara
de la respuesta de la poblacién a los antfgenos fingicos utilizados,
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IMHUNE RESPONSE CHANGES WITM AGE AND SEX AS FACTORS OF VARIATION (N
’ ) RESISTANCE 10 HISTOPLASMA INFECTION

Taylor, M.L., 'Reyes-Montes. M.R., Gonz&1ez-G. R., Casasola, J, and Hernin
dez-Ramfrez, A.

Depto. Ecologia Humana, Facultad de Medicina, U.M.A.M, México.

The di fferent susceptibility shown by men to infectious discases has been
related to the host properties Vike age, sex, yenetic fnheritance, mutritional
and social conditions, immunosuppression, ete,

The histoplasmotic infection causes per se o suppressive status as has been
detected by Stobo {7) and experimentally demonstyrated by Bulleck in a murine
model (1,2). lowever liLlkinformation exists concerning the natural conditions
in nornal individuals which enhance the susceptibility to the infection.

In experimental histoplasmosis, Saslow, Schaefer, and Salvin (4-6) among
others, observed that female mice developed greater resistance to the infection .
than male mice and that age is an important factor in determining the
susceptibility of the challenge with the fungus.

Hawever, to date no correlation exists between age and sex with some variations
in the defense mechanisms which could predispose this fungal disease,

In this paper our objectives were: First.- Detect the variation in resistance
to histoplasmotic infection from different sex and age animals using LDgq
determination(Fig. 1). Second.- Detect variation of the lymphoid cells from
different sex and age mice with histoplasmotic infection and variation in the
cellular dutense response (Fig. 2).

. Materials and Methods

STRAINS,- Low-virulence strain of Histoplasma capsulatum N 5037 and a high-
virulence strain “Leon Perez” were obtaincd by courtesy of Dr. Velasco. The
virulent strain was isolated from a fulminant human case, Yeast phase was
maintained at 37°C with Gl wedium supplemented with 1% glucose and 0.1% of
L-cystein,

THFECTION DOSES.~ One ml of yeast cells in saline solution were injected
intraperitoneally in mice. Yeast cells were estimated by turbidimetric methods
and hemacytometer counts.

LDy DETCRMINATION,- Fig, | illustrates the schematic procedures of LDgp
determination. Groups of ten mice were used for each dose of yeast cells and
for each age and sex groups. LDgg was determined by the Reed and Muench method
K]

LYNPHOCYTES DETERMINATION.- General conditions are described in Fig. 2. Only
femle mice were used and 1ymphocytes were estimated by differential count of
white blood cells using Hright's stain.
CELLULAR TMMUNE RESPONSE.- Genera) conditions are described in Fig. 2, Femalg
mice from esch age group were used and cellular response was determined by
footpad swelling test. Histoplasmin (200 ug/ml protein and 275 ug/il carbo-
hydrate) was used as the antigen challenge in the right footpad. Left footpad
received saline solutfon (SS) as a control. Normal mice infecled with SS were
estimated as a non infection control, The increnent of footpad thickness is
expressed by the percentages of the mean from the difference (Xp) between the
reading after the antigen challenge a§ 24 hirs (X¢24) and the reading before the
challeage (time zero-Xip); g Xtoq - Ao where n=5 animals, :
D= x 100

LIVE PERITONEAL EXUDATE CELLS DETERMINATION.- General conditions are described

in Fig, 2. Female mice from each age group were used, Viability of peritoneal
cells was determined by trypan blue exclusion technique.

260
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Fig, 2.~ Schematic representation of experiments in order to
obtain variation in immune response,lymphocytes
number and peritoneal macrophages activity with
different anial ages and fungus doses.

Results and Discussion

Ab5p determination was a good parometer to delect resistance to histoplasmotic

infection in syngeneic mice of both sex and different ages (Fig, 3). Female
BALB/C syngeneic mice are more resistant to histoplasmot{c fnfection than male
mice and male adult mice {4 1/2 months) are more resistant Lo histoplasmotic
;n!cction than young (1 month) male mice and old {12 months) male mice {Fig.

'lo.currelatc variation of lymphoid cells and cellular imnune defense response
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“with age, wa used only female mice, which were more resistant to the infectin ™"
perniting then a clearer diferentiation of the response of the three age groups
studied ?Flg. 3)s
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Fig. 3.- Graphic distribution of LO5g from strains of Histos
plasma capsulatum in BALB/c mice. Male and female
syngeneic mice from different ages were used, All
LD50 were determined by the Reed & Muench method.

Light Yymphacytosis tn 4 1/2 months old mice was observed and it way indicate
a lymphocytic activity comitted with the defense of this age group (Fig, 4),
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Fig, 4.- Lywphocytes determination in BALB/c mice infected
with Histoplasma ggasulntum. Each point was
calcu¥ated with N= 5 animals; + SE standard error;
55= saline solution.

262



High hypersensitivity was specially detected in young mice {Fig. 5a,b,c). It is
compatible with hyperactivation of immune cellular response (delayed hyper-
sensitivity) caused by fungal antigen, which could be inefficlent in protecting
the anfmal and would cause danage, so high hypersensitivity (Flg. 5) and high

susceptibility in young mice (Fig. 3) expresses a bad predisposition to the
ctinical course of this infection.

Fig, 5{a,b,c).- Footpad swel]l?g test in syngeneic
mice infected with Histoplasma capsulatum,
Female BALB/c mice of different ages were
infected intraperitoneally with 0.5 ml of
yeast cells. SS- Saline solution.

Finally, after the challenge with live fungus a greater destruction of
peritoneal macrophages was shown in young and old mice (Fig. 6).
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Fig. 6.- Percent of alive peritoneal exudate cells in BALB/C
mice infected with Histoplasma capsulatum. Animal
number= 5; + SE standard error; $5= saline solution.

conclusion, we assume that age and sex probably alter the expression of

immune defense mechanisms in histoplasmosis, and that age may have an
unfavorable effect on the course of histoplasmotic infection because it
interfers with: 1, The protective function of cell mediated immunity,
faci{litating the hyperactivation of the cellular response, and causing damage.

2,

The adequate nunber of lymphoid cells, 3. The efficiency of peritoneal

macrophages.

—

2,

3.

5.

6.

7.
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these changes, smong others, may account for variations in the susceptibility and
resistance (o infections.

Studies in resistance 10 mycosis hive suggested differences related to host sex and
age in the outcome of the discase, Muchmore ef al. [9], in Swiss Webster mice infected
with Crepiococens neoformans, demonstrated that femades are more resistant under
experimental conditions, Brass & Stevens [4], in murine blastomycosis, obseived thiat
Y-week-old mice have marked resistaee w infection as compared to S-week-okl mice
wied sugpested that a maturity factor is a eritic determinant in resistaged o fungal
infection,

Nitalow & Schacler (18], in experimental histoplasmosis, first made the observidion
Hust Femube mice develop n preater resistance o the infeetion thnn niades, ape being no
imparint factor g determining the suseeplibibity (o chadlenpe with the Tunpus,
However, these abservations should not be peacralized, since contrasting, resulis hive
been reparted in atlies strains of wnisals {14},

Taylor e al [19], using u yeast-plune intraperitoncal inoculum in o murine owdel,
have observed that age and sex adter the expression of'i lefense mechunisms in
histoplasmasis, Age probably has an unbivorable effect on the course of histoplasmal
infection, because it interferes with the protective function of cell mediated immunity,
itating the hyperactivation of the cellubar response and causing damage 1o the
adequate functional number of lymphoid cells. Age can also act in another way,
affecting the efficicncy of peritoneal macrophages.

To explain the most critical course of the infection in some apparenty nornl
individuats, the existence of an immunosuppressive phenomenon his heen considered.
Although a few reports have examined the suppressive phenomena in histoplasmaosis
12, 10, 17, we believe thit fctors such as age and sex, mong others, help o develop a
natural suppressive state that temporarily predisposes the aninnils to infection, This
paper studies age as an influencing Factor in anti-histoplasimal defense and albso the
correlation between carly age and suppressive activity in the course of histoplisinal
inlection.

METHODS

Culture

The yeast plse of Histoplasma capsudatum sirain No, 5037 was maiotained 2 37°C
in brain-heart infusion broth (B (Bioxon México, S.A, de C.V.) supplemened with
glucose 10 gl and beeysteine | gt ' (Merek Lab.),

Mice .

Inhred DALN/C male mice 1, 5 aod 12 anonthis ald, were obtained fiom a colony
wtintained at the Schoal of Medicine, UNAM. ‘The theee diftecent npes are welened
toy belaw ss yousp, subalt aod old respectively, They were given wader sid mouse chow
(Pristan de Mdyica, SAL de CV) ad Gibdunt,

Infection

Yenst celt doses contained in one ml of hiluneed siline solutinn (H8S) were tnjected
intraperitoneally. Yeast cells were estimated by hemocyiomieier connts J19]L Samples
al eeele cell dese were cultred iu BIR ot 287C for viahitity and reconyesion contiols,

SO% dethal doses (LD) and survival peecentape determimtion
TFen mice of each age were inocalated with different doses 1 10, 1A 10 1x 107,
AR and EX00 of yeast cells, A contral group injected with saline sobution was
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nclnded, L0y, was detevmined Dy the aethod of Reed & Mucoel |11, Resistonee 1o
the infection wis estimated by the pescentupe suvival deteomined by cnmulative
fiequencies (1),

Organ ¢cnlture for fumgus

Homogenates of spleen, liver and lungs obtained from intected deml mice were
prepared in BSS with 50 pg gentnmyein ml U and cultured in duplicate in mycobistic
agar (Bioxon Labu) ot 28°C and in BED-ngar with Leeysteine |l tand glucose 10501
W 3770, Culres were identificd by the typical microseapic morphotogy oF fungas at
8¢ and A7°C,

Bone marvow separmion

Bone smarraw cells were always obtained from normal syngencie 4-5-month-old
BALRB/e mice, Cells were collected by flushing out the Femars of the animals with
B85, Cetl suspensions were then filtered thiogh gauze o remove debris and washied
thiee times in BN, Nucleated cells were adjusted o 107 per 03 mil A volane of
O il of this hone marrow suspension was injected into each recipient mouse thiough
the retro-orbitd sines. Mice were removed o an isolited oo and maintained with
steride aciditicd water (1 2-8) wid food ad libitn,

Spleen coll separation

Spleen eells from syneencic mice T month old nnd <5 nnmid ald wert obiained by
pentle teasing, of the arpaan, Spleen cells were diltered thaouph piize o temaove cell
apprepates amb cellutar delwis, Giyllooeytes were eliminated by reaimesd with n
By petonnie solutien of “eis- bilesed NELCT U P00 AL Teast 0% o e cells wepe
vialile us detepmined by typun Blae dye exclimlon, For taneadvenee e cells wene
anpatandead b WSS anppbemented withe g of peatnnyein id D ned wdposted o s
comeertustion ob 4 W el wd )

New-mtherent wnd sdheaent spleen eoll separation

Spleen cebls were obtained as ahave, Cell popaitations were sepauted hy the wiethod
of Mosier [8]. Cellular suspensions were mljusted o U U cells mb ©and coliored in
RUMI-1GA0 with HEPES (N-2 hidrosyethilpiperzioe-NS2 clhanesallonie  avid)
GINCO Labustodies Grnd Dalinsd, NY) supplemented with 2000 et calt’ seeum
CFORY and b pentumyein mb L Five ul o the suspension was sdded W individual
el petrd plates, Pl cells wese aflowved w el bon 200 a0 370 mnder 8% €O, in
e AR mon adbering cells were washel witli BSS and adjusted s desud
concentration o EX 10" eelis per thd mb B85, Adherent cells were collected with o
nihbes pobiceni b swashed in BES, Tl suspension wits wdpsted o] 00 vells pe
O-3 il o BSS. Bedwie use for teaestercive, adbiesend wnd son-adheient cells weie
tested Tor viahility by typan blue,

Trriddingenl wilve

Revipient mice (45 monthy old) were subjected 1o whole-body irvadiation belore
transterence. hradistion was performed with o therapy machine ftom the I
Huspital (Desirvollo Integral de & Familia) with a Cabalt Theration bonh 765 of
MCo 3000 Ci (Aomie Encrgy of Canida L), The irradiation curve was carried out in
the vange of SO0 (o 800 rinds, Optimal ieadiation conditions were set at TOD eads with
the folfowing parimcters: dose rate 5387 red min % tupet distance 63 cng irradiation
time DS ming Al aniimals were housed under identical conditions of lemperature
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and light and maintained in sterilized coges containing food and acidificd ehlorinajed

water ad libltum during 24 h,

Kinetics of histoplusmat infeetion following cells transfer

Different groups of irradiated mice (700 ruds) were defined, Five mice were used as
irmndiation controts, After 24 h of irradistion, mice were reconstituted with hone
marrow cells from adule mice (1 107 eells per 0-3 ml BSS) and transferred with spleea
cells (5 107 cells per ml BSS) obtained from {-month-old BALB/¢ donors, Five non-
infected mice remained as o conol of transterence. Al remaining animals were
divided into nine groups of 5 7 mice in cach. They were infected with theee doses off
yenst-plinse 8, capsodatn o 24 0, 3 days ond 7 diys respectively, “Fhe ditferent Cunpgal
doses sedd were 000 DXU0* ned X300 cells ml ¥ i BSS, Mice were oliseived
during A5 diys for mostadity, Organ cultures were made as deseribed alwive,

Resistinee (o Wistopl }infection with the transference of whale popultion of
ndoptive

leen cells

In the passive transference the 4-S-month-old mate (ndult) mice were used as
recipients for transference. Spleen cells (X107 cells per 0-3 ml BSS) of 1-month-old
mice were used as donor ceils, One group of animals reecived adull spleen cells as o
control. Al jeradiated mice were reconstituted with bone marrow cells (1 10" eells
per 003 ml B8S) from adult mice. For the experiment, animals were divided into seven
groups of approximately 20 mice cach,

The tirst group contained icradinted mice which received spleen cells from F-month
ald wice. The sccond group contained non-ircadiated mice which received spleen cells
from L-monihi-old mice, The tird group of ircadiated mice seccived spleen cells from
adudt mice. The fourth wis o non-irmdiated group which reccived anly adolt spleen
cells. Ten animals of the initial group were intected intraperitoneadly with a SU4G Tethal
duse (L) for 1-month-old mice, 316 X 10" yeast cells mib-%, The other 10 animals of
cach group were used as non-infected conteols, ‘The tollowing groups were used s
infection and ireadiation controls, The fifih group contained adult mice infected with
u resolutive dose for its age (dethab dose for L-month-obd mice). "The sixth group was
the infection comtrol for l-month-old mice, Finally, the seventh group was the
irradistion control ol adul mice. Survival was recorded at 45 days,

Resd o histopt { nfection with adberent b non-ndherent spleen cell
transference

This assny was similar w the one deseribed abuve, with the Tollowing auoditications:
cich group of secipicat mive received ditferent cell popubitions, These cells were the
following: adlicrent spleen cells (1 R0 cells per 003 b B88) non-ndherent splees
cells {110 pey O3 md BES)Y and whole spleean cells {5 X HY celts pec 0-3 b BR8) hom
Lsonth-uld danor mice iradinted with B nads, AL reciprent mice: were adult
synpeneic anice, 1 these eaperimental series, recipient mice were not irrdiated and
aimads woe infected witl a el dose of yeast-vell Tor young, maice (X 100 cells).
Pronlition controls of youag mice, conlad of trassteicace tor cach paputation lie
young amd adult mice and controbs ol infection 1o young und adult mice were
inchuded,

RESULTS
E D ol sunvival pereentage detenmination
Aice deatlis wineh vecurred inatime period between B amd 48 days adier inlection
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were considered for LD, estimalion. Organ culture of dead anfmals wus used 10
confirm death due to infection.

Animals of three age groups, receiving different challenge doses of the fungus,
developed distinet grides or resistance to histoplasmal infection as demonstrated by
the LD, and the survival determination, The LD, oblained for the three age groups
of mice studicd were the following, The LDy, for E-month-old mice (3116X10% yeast
cells mi-*) and for t-year-old mice (5:2% 10" yeast cells mi=") were lower than for
adult mice, since a factor of 100 X L1y, for oid mice and 10X LD, for young mice was
tested; the LDy, for 45-month-old adult mice was greater than the highest yeast
inoculum tested (1 10* cells mi-9), These resulis demonstrate the great resistance of
adult mice compared 1o young (b month) and old (I year) mice. Control mice
inoculited with saline solution survived the entire time of the experimental study.
Figure 1 illustrates the dose survival curves. Adult mice developed an 100% survival to
all chulienge doses tested, meanwhile with young mice, after the challenge dose of
X 0% yeasts ml-t the survival rive decreased (rom 100% 10 0% with the last dose
used, and linally with old mice the swrvival rate changed from 80% to 0% with a dose
of 1% 10* yeast cells ml~! 10 410" yeast cells mf-".

100 —
20 |
80 —{
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60|
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10—

Survival (%

T 1 L T 1 U
0 0® 10f 07 108 09

Challenge doses (cell mi-1)

FIQ. 1. Resistance 10 M, e i with ge survival ination. Male BALB/C mice
from three uge groups were u,hulluu,cd with diffeient doses of the fungal yeast cell by inraperito-
neal route () -montheold mice; (A) dS-month-ofd mice; (@) 12-month-old mice. Survival was

:slimnltd 45 days afier fungus inoculation,

Kinetics of histoplasmal infection post-transference

Figure 2 iflustrates the variation in susceptibiliny of mice submitied to irradiation
and reconstituted with syngencic bone marrow und spleen cell, Changes during the
inlection corresponded 1o the difterence in infection days post-irradintion and trans-
ference tremtment. Mice infected 24 1y after transterence died in i short period of time
(6-24 duys) with ull doses tested, Infection ufter 3 days post cell transterence showed
fuvoruble discriminution of dose effvet, where the higher dosage produce animal death
between B and 24 days, Finally, the infected mice by the Tth day posi-iansference
devetoped a characteristic course ol infection and the higher dose of fungus (4% 10%
yeast cells ml+Yy produced deaths between 13 and 35 days, while with 23< 10* yeust
cells ml-!, mice dicd between 24 and 35 days, The smallest dose tested (1% 107 yeast
cells =) produced only two deaths duving the 26-40 day periud,

These results suggest it the most suitable time for inlection after irvadiation and
cell transference is the Tth day after trestment.
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Days post-cell transfer
FI1G.2. Histop! I infection pust-cells transference, Adull BALB/c syngencic recipient mice were
transferred with spleen cells from Temontheold syngeneic dunars alter 700 ouds irmadiation dose.
Infection with the Tungus was made at 24 b, 3 days and 7 days posteadoptive transierence (see text
Tor details). Fog each challenge dose 5-7 aninals were used. Data indicate aninal deaths.

Resistunce to 11 capsulatum infection with adoptive spleen cell trunsfer

Resistance, was monitored by mouse survival, signs of the disease, and by fungus
isolation from organ culiure, Table 1 shows the variation in the number of deaths
wmongst infiected mice. In the fiest group of recipient aduli mice transterred with bone
marrow and spleen cells from [-month-old mice, death by infection was detected in §,
T and 7 animals respectively from a totel swmber of 9 animals per group for each
experiment, Meanwhite, non-infected controls did not manilest any deaths,

The group of 4-5-month-old non-irradiated recipient mice which received only
spleen cells (rom  l-month-old miee (group 1) also manifested abrogation of its
definses since the number of deaths was fess dramatic than for the forner group.
From the 29 tested animals, death oceurred in 3, 4 and 4 mice for each experiment
respectively. Non-infected controls, with 28 animals, preseated 4 deaths during the
three experiments.

fn the next two groups, the transferred cells belonged to the same age group as the
recipient mice. Only three deaths were detected along the experimental series, using n
farge number of animils (see Table 1).

‘The last thiee groups were used as infection and icvadiation contrals, Adult mice
used is an infection control group for the T-month-nld mice dethal dose, resobved the
infection favorably and only two deaths were observed in the second experiment,

" These results therefore confiem the bigh resistunce of adudt mice o infection, A
control group for the dose infection of young mice (gronp V1) developed i high
mortality rte according to our expectation, 7 out of 8, 9 out of 10 and 7 out of Y
infected mice died in the triplicate experiments,

Finally, the group of adult irradinted mice without transference and infection wis
assumed as contral for irredinton e 4 100% mortality wus observed,

During the infection period, animals were observed duily and clinical manifesta-
lions ol the illoess were recorded. Specifically groups 1, 1T and VI showed signs of
disease pe. a critical weight body loss and animal immobility, panicularly afier 20-30
duys post-infection,

Positive cultures obtained by organ culture alier the animal death are summarized
in Tuble 2. Typical fungal morphology with macra- and microconidia were checked
by microscapic observation. A total positivity was obtained with all animals tested,
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TABLE | Adoptive transfer and resistance chianges W Hivioplasma infection, Tranafesence was made 24 b
postirradiation. Danor cell doses 110 cells per 0-3 enl BSS of wdult bone masrow cells and
SX10" cells per 0-3 ml BSS ol spleen cells. Bone manow cells weie tramfesred anly for
irradisted mice. Infection doses with yeast phase of Histoplasna wese 43 1) yeast cells ml !

Recipieat mive
Infection Na infeeri
No. of deaths Nu. of' d

Spleen cells Frradiation e amn e e e

Animal dunor ages treatment (Ka) xperiment Eaperiment

group (months) {munth old mice) I 3 |

t i [} S(9) ) T4} oy (i)} gl
43)

" | Non IRy W) a0) (1 X AN gl
{45)

i 4§ Ra NIy I ugim ND X iy
(43)

w 45 Nan Rx Yy o 10) ogm 0 ('R} [iY]
5)

\4 None Non Rx [T 2AK) Oy
(1'3)

vi Nuone Non Rx U8 9 )
(

vit Nune Ry w9y %)
5y

“Total number of cach group of aninnals is in parenthesis.
AND (ot slone),

TABLE 2. Pusitive culiures fram spleen, tiver and
Tungs of mice jofeced wials Histoplama
capvidanm, Vor detail of infected groups
see Table |

Citoups of Cultures
infected niive Expt 1 iyt 2 Eapty

] 5(5) nn N
n 33 A4 4(d)
m ND ] 0
v 12) 0 0
v [} 2y 0
Vi nn ) oh

Nomber of dead wnimals from each group is in
purenthesis
ND = aocdone,

Resistance to histophsmal infection with adhierent and non-ndlierent spleen eell
transference

Table 3 shows that adult recipient mice which were transferred with adherent eclls
from I-month-old donors died in a short time and developed signs of the illness with high
intensity. Recipient groups for whole spleen cells, for non-udberent cells and tor 800 rads
transterred cetls also died with a toial mortality rate until the 20th day of infection.
Controls of infection or the two age groups demonstraded the high susceptibility ol
young mice, where all animals died, und the resistance of adult mice which survived the
experiments. All the cell transferenee cuntrols survived, suggesting the efficiency of the
adoptive translerence method used. Finally, all the irradinated conteols Tor the 1-month-
ald mice (800 rads cellsy died in wecordance with our expections,
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TANLE 3, Adopiive trunsfer of non-adherent and adherent spleen
cells and sesistance to histaplasmal infection. Donor cell
doses: 1X10° cells per 3 mb o adherent or non.
udherent cetls; 5% M) cetts per 03 ml of whale spleen
cells, Yeast phase of Mistoplassna was used with the
lethad dose for 1-momb-old mice

Regipient mice
Deaths number in days
10 days 20 days

Donor ages (months) Lixperiment
(Cell pupulation) | 2 2
I 1 35 55) - -
(Adherent cells)
2 | O5)  IgS) 55 K5

(Whole spleen cells)

1 05)  K5) 5150 ND
(Non-adherent cells)

4 1 OiS) A8y S5) )

(8OO Rads celts)
45 ®5) 05) A5 WS
(Whote spleen cells)

45 os) sy o5 U5)
Infectivn control

| S}y WS 35 59

EIR T+ - -

Infection control

{eeadiation control
(B puds)

Tolad number of cach group of animals is in parenibesis.
NIy = not done.

DISCUSSION
To explain cases in which there is apparent incfficicncy of the immunological
response for the climination of F. capsul , two possible immunosuppressive

phenomeni are proposed, First, the presence of a suppressive state prior (o of
simultancous with 2, capsulaum infection, which could be reinforeed by the infective
process; second, the infection causes o suppressive stitus as demonstrated by Atz &
Bullock [2) in experimental histoplismaosis,

Our results on the percentage survival (Fig, 1) and LD, responses of mice 0 1,
capsulatum, ustrite clearly e age refationship among the groups studied. Resis-
tance to infection in adult mice was always high, in contrast with other age groups, ln
tenmns of LDy, the oldest mice were the most suseeptible animals t infection, wnd the
45-month-vld mice the least. However, results fram our lshoratory also show that
mice less than |-month-old have a high suscempibility 1o the fungal infection, Similar
observations in C-57 black mice have been made (unpublished data) and Turthermore,
resulls wsing two strains of H. copsulatn with dilTerences in virulence confirm the
high susceptibility of t-month-old mice [19). The increase in susceptibility of mice to
1. capsularunt infection at 24 hoand 3 days alier irradiation treatment wnd cell trnster
suggests that these periods of time are not adequite for infection, Nevertheless,
experimental infection realized ar the 7th day was followed to observe the natural
outcome ol the illness.

The presence of a critical course in some uppurently normal individuals suggests the
exisience of an immunosuppressive phenomenon prior t the Histplasma infection,
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To investigate this possibifity, ndoptive spleen cell transference was performed in the
hope that spleen cells were commiited with the suppressive state observed in the
extreme animal ages. We only transferred cells from younger mice becanse they are
casier 1o obtain in sufticient aumber in contrast to cells Trom ofder mice. By using
transference we tried (o suppress the histoplasmal resistance of adult male mice with
spleen cells from 1-month-old donors. Qur results demonsteated that cells fram young
donors inhibit the defense mechanism of adult mice, which is normally capable of
favorably resolving the infection. Cell tansference processes and cells from adult
donors did aot affect the resistance, since adult mice transferred with adult cells did
nol preseat any disturbanees, An interesting observation wis made with the separation
of spleen cell populations. Adherent and non-adbicrent cells manifest the suppressive
phenomenon in recipient mice, whereas adhierent cells and 800 rads resistant cetls
induce death more sapidly in recipient mice than son-adherent cells. The eharacier-
istic of adherence and resistance 10 800 rads commitied a mactophige-like cell with
the suppressive effectin mice of bess than § month of age. In unpublished results using
a sublethal dose of the fungus for young mice, only the animals transferred with
adherent cells died, suggesting the important role of these cells in the carly age of
these mice (datn not shown).

Suppressor activity has been demonstrated in spleen cells from newborn mice
which abrogate T cell mediated responses {12). Several passibilities could explain this
suppressor function. First, spleens o very young mice lave o high level of T
suppresiar cells which wonlib express o oonspecilic eifeet; secomd, spleen cells e
eariched by amplitier cell subpoputations as Ly 20 3, 1 8 Qo J, deseribed by
Tadiv e al |18 which would amplify the fuaction of the spleen "I suppressor
cells; third, spleens of young mice are enriched with mlherent cells with suppressor
wclivity,

I has been suggested by some authors {1, S, 6] that the dick of fanetional
acrophiage in the spleens of newhorn mice promotes an insufficient immsological
vtivity al’ the spleen cells,

Our results belp o establish the role of sex and age in Iriggering an wdequate
defense against bistoplasmasis, Spleen cell paticipation in the suppressar smecanism
of young mice is comitted with bath adberent and non-adhicrent eell popalations,
with a special emphisis on macrophage-tike cells, Further studies using mirkers for
Tocells and macrophiges will permit o more efficient identification of these cell
papulations,

RESUMEN
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e slesutlsgdon vonn L DLy b 88, pona gatomes dbe 1 anes.
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en el desasrbie de un conse erttiva de D indeccing expesanenisd histoplasims en esios icceptures. Ritiies
adultos peadiadion y Gansteaddos con edbulas de scdal dsea y Dazode rioes de 1 owes, motienss casda
~enlen b con WD pira antones abe s, & nisiao oo con Sos tatomes sdudtos so s ¢
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e infeechm, St emtrunga, lox datones $e -3 peses que Tueson nectados y o Jos aqie o se tes tanshiticisn
Celutas, sobrevivieron a la dasis infevtante. Pag b tanta, e sansterencin adopiivie de célabas de bz <de
autones de Tomes w gaones adultos, oltid T resistencin de dstos o b indeccion. Apaaenteaiente, b
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T otnn sdfierente vom bt cacncteistivi de cadiviresisteacia. Ambis poblaciones se encuentian presentes va el
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RELATION BETWEEN CELLULAR AND HUMORAL IMMUNE RESPONSE IN
MICE IMMUNIZED WITH (listoplasma capsulatum.

Taylor, M,L., Eslava Campos, C., Garcia Gonzdlez, R. and
Hernfindez Ramirez, A.

Departamento de Ecologfa iHlumana, Facultad de Medicina,
Univérsidad Nacional Auténoma de México, México 20, D.F.
México.

The activity of the immune system, in the
higstoplasmosis infections, is determined fundamentally
by the cellular response (3, 6). Nevertheless, antibodies
anti-liistoplasma capsulatum are detected throughout the
infectious process, although their role in the defense of
the host is unclear. In the case of histoplasmosis,
certain interaction of antibodies with the cellular
response has been suggested. This was so in the work of
Newberry (4), who observed in vitro the inhibition of the
phenomenon of lymphocytic transformation, mediated by the
presence of aptibodies anti-listoplasma capsulatum. This
was also found in the study done in Mexico by Velasco (1)
on a yroup of histoplasmosis patients, in which he found
a relation between both kinds of immune responsc.

The data concerning the immune responses of this
diseasc do not prescnt a clear picture of the events
triggered by the presence of the fungus in the individual
and in spite of the importance of the cellular response,
it is possible that antibodies play a certain role in the
infection condition, perhaps one of requlation. In this
paper we studied the correlation that exists between the
two kinds of immune response in experimental conditions
of sensitization with Histoplasma in order to detect some
regulatory mechanism which might be implicated in its
appearance.

MATERIAL AND METHODS

We worked with male CD-1 mice (20-25 grs) sensitized
on the left footpad with 3 doses of the fungus, at one
week intervals. The doses were adjusted to 9 mg of dry
weight of dead mycelium of the fungus per ml of
incomplete Freund's adjuvant.

The serum samples were obtalned at 5 day intervals,
for 60 days after the administration of the last
sensitization dose and were frozen for storage using
sodium azide as a preservative.

Antibodies were determined by haemagglutination (2)
and capillar precipitation test. The humoral test in
Fig. 1A reports a percent of positive results of the
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experiments performed, giving an arbitrary value of 100
percent to § positive experiments. Cellular activity was
detected 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
conditionsg of sensitization with the fungus. In the
future we hope to relate this to the events which occur
during the infectious process. We are presently in the
process of undertaking this latter stage in our laboratory.

" RESULTS

PABLE 1. PASSIVE HAEMAGGLUTINATION: Sera from animals
sensititized with Histoplasma capsulatum,

DAYS AFTER THE

LAST SENSITIZA SERUM TITERS

TION DOSE

Assays number
1 2 3 4 5

5 Hegq 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 Neq 1:4 1:4
40 Neg Neg Neq Neg Neg :
45 Neg Neg Neg Neg Neg ’
50 Neg Neg Neg Neg Neg
55 1:8 Neqg 1:8 1:4 1:4
60 Neg Neg 1:4 1:2 Neg

Positive

control 1:64 1:64 1:128 1:32 1:64

Neyative

control Neg Neg Neg Neqg Neg

Haemagg lutination test was performed by the glutaraldehyde
method (2). llistoplasmin at 2 mg/ml of protein was used

as antigen. Positive and negative controls were human
sera. Abbreviations: Neg (Negative).

liumoral test. The result of the humoral tests are similar

or both haemagglutination and precipitin tests used. 1In
Table 1, it can be seen the response to hacmagglutination
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technique which can be detected from the first days after
the last sensitization dose. The highest titers are found
between 15 and 30 days, becoming negative on days 40, 45
and 50 after sensitization. Appearing again between the
55th and 60th day. The positive controls were sera from
patients with proven histoplasmosis while the negative
controls were from normal individuals.
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Fig.1e DAY AFTER THE LAST SENSITIZATION DOSE
SENSITIZED  ANMALS. D sens D noamaL n SENS m NORMAL
ANTIGEN CHALLENGE s s 5 ss

p-estimated by Student's test.

Fig. 1 (A and B .~ llumoral and cellular correlation in
mice sensitized with Histoplasma capsulatum

Fig. 1A.~ llumoral test. Sera higher than 1:4 from the
same day of scnsitization was expressed
arbitrarily by % of positivity. The yencral
conditions of. the assay are described in matorial
and methods and Table 1.

Fig., 1B.- Footpad swelling test. The increase in footpad
thickness 1s expressed by the percentages of the
mean from the difference between the reading after
the antigen challenge at 24 hrs and the reading

before the challenge (time zero). X Xpe=Xyp 100
(where n=10 animals) n
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Cellular test, This response was measured by the cutaneous
test using as antigen challenged 0.05 ml of histoplasmin
(77 ng/ml protein, 4370 ng/ml carbohydrate) in the right
footpad. The results can be observed in Fig. 1 B in which
two stages of cutaneous reactivity can be distinguished.
The first, corresponds to days 15~20 and the second stage
corrasponds to the period between day 50 and 60 during
which the response reaches its highest point, showing a
14% increase. The increase in cutaneous response between
these two stages is statistically significant (p<0.0005).
In order to compare humoral and cellular immune
responses, Figures 1 A and B show the course of both
responses during the 60 days of the study. We can observe
that on the days in which the humoral response is most
marked, the cellular immune 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 response begins to express itself, although it
does not reach its initial levels.

DISCUSSION

our preliminary results described here permit us to
make the following considerations:
1. The positive titers obtained in the humoral tests,
although low, are suggestive of a stage of sensitization,
since in the case of histoplasmosis, titers as low as
1:8 or 1:16 are indicative of infection.
2. In light of the impossibility of plotting the antibody
titers due to their variability in the different
experiments, and perceiving the regular and repetitive
distribution of the serum reactivity, we tried to express
this phenomenon graphically although utilizing an
arbitrary measure (Fig. 1 A).
3. The activity of the cellular response, has been
reported previously (5) to be at its maximum at 15 to 20
days as was observed here in the first stage of Fig. 1 B,
However, by continuing our study over a longer period of
time we have observed a second greater increase and
therefore greater activity of the response at 50-60 days.
4. The comparison of the two types of response described
in Fig. 1 A and 1 B indicates that the moderate levels of
cellular response in the first stage (15-20 days) in the
nresence of a more active humoral response and the greater
expression of cellular response at the 50 to 60 days
preceded by the absence of humoral response, are
suggestive of a mechanism of interaction between both
responses.

The possibility that the antibodies anti-llistoplasma
have a regulatory effect on the cellular immune response
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1s supported by our observations as well as those of
Newberry and Velasco (4,1). Another data that suggests
such a regulatory role is related to the prognosis of ,
histoplasmosis. The prognosis is good when antibodies are
present in low levels combined 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 mechanisms, we believe that a possible
mean of regulation of this phenomenon might be one of

the following:

1.~ That antibodies might be inhibiting T effector cells
of the cellular response.

2.~ That antibodies might be activating T supressor cells
which inhibit the cellular response by a T-T interaction.
Finally, we would like to indicate that there remains much
to be studied in this area. Our research will continue
with the possible role of antibodies in regulation of
fungus immune response, using on infection model during

a longer time.
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The cellular inmune response may be the principal mechionism of defense against infee-
tion with Missopdasa capsidaniaat, Subsequently, regulation of cell-mediared inmunity
coukl he lundamental 1o thie ouicome of disise. Suppressive phenomesa = present in
thie bt before infection or ought abont by Tungal cosponents - sould esplisin 1he
various cosuses of infection, The Jact Qi Wigh viters of wntibidies are assockted with
o, poor cellutor eesponse sunul\ Wl antibudies may hive @ aole as “regulatiny
lecules” in bistop) Antibodies may modd the expression of the celtular
tesponse cither by direet inhibition or by activation of the suppressor cell pupulaion,

thereby interfering with the infectious process.

Histoplasmosis s an infection caused by the
fungus Mistuplusima capsulaum, on intiacellutar
parasite that puclerentiatly atiacks cells of the
wticuloendothelinl systen. ‘Typical granulc

Generally, 1he preseace of H. capsulaiion in
susceptible Diost produces granulomatous lesions
in which the participation of the cellulir iesponse
is fully ilested in the tissue eaction (2, 3). If

tesions nre nsuadly produced |1, 2}, Among infee-
tons provoking w cellular immune  1esponse,
histoplasmasis provides one of the most valuabl

cellubar iesponse is the principal inechanism of de-
fense in histoplasimusis, then the regudation of the
cell- medinted immune response is § |10

study models (3], Cellular immune 1esponse s
mediated by subpopulations of T lymphocyies (1
effector cells) and is chagncterized by n variety of
biotogie netivities direcred by different mediators
{e.g., lymphokines, which act preferentially on
macrophages), ‘The cellular response is not an iso-
luted phenomenon but rather is related to and as-
sociated wilh other functions and components of
the immune sesponse, such as humoral immunity,
cytotoxic effects, and other activities of the T cell
subpopatations; thus, the effectiveness of the cel-
tutar immune response depends on the optimal ins
teractions of hese components [4).
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the outcome of 1he diseuse. Current concepls sup-
porting possible mechanisms that teguline the -
mune espanse in histoplasmosis are discussed.

Regulatory Phenoaenn

The regultory components of the imnune se-
sponse, including factors esponsible for bosh
stimulation and suppiession, determine the inten-
sity, duation, and ¢ ney of the response.
Therefore, it is teasanable 1o assume that stimula-
tive i suppessive events are part ol the micchi-
nisis by which repalation oceurs, Suppressive
plienomena in histoplismaosis have been examined
in i few sepores [5-31) and may expliin o severe
cotnse of the infection in apparently bealthy indi.
viduils, ‘two passibilities can be proposed, () A
sitppiessive episade auly veenr prios 1o or simul-
taneous with the infection prduced by the fungus,
This event may be circumstantinl or clearly deter-
mined by a previows immunosuppressive condi-
tion. Such suppression may be reinforced by the in-
fective process. (2) Suppiession iy be an
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outcome of the infection itsell, mediated through
some fungal product or component.

The former possibility is supported by the fact
that a group of healthy individuals exposed to
. capsulytin under identical conditions develop
different clinical courses of the disease. Various
fuctors coudd increase susceptibility and alter the
natural or acguited resistance of the individual.
This ciremastamial variation of defense could per-
mit i more criticad course of the infection,

In the Taboratory we aie studying the possible
tole of fuagal components in impmosuppressive
events. Ruiz et al. [} have Tound that histaplas-
min, i concentrated enlture extract off 11, capsul-
tiem, induces immunosuppression in mice chal-
lenged with sheep RBCs, a heterologous antigen,
when the histoplasmin s administered inumedi-
ately before immunization with antigen (1. The
response, measneed by the nouber of splenic
antibody-forming cells, wias abrogated when > 100
pg of histoplasmin was adiministeced two days be-
lore the sheep RBC antigen. These observations
support the idea that immunosuppression could be
an important factor i the  pathogencsis  of
histoptasmosis and may ace through a variety ol
mechanisims,

Suppressar Cell Pacticipation

In recent years, o greal amount of work in immu-
nology has locused on suppressor T cells; now,
however, suppressor adherent cells have been iden-
tified in some infectious processes. Their participa-
tion i immune regulatory mechanisims that aet on
B lymphocytes and on subpopulations of T lym-
phaeytes is indisputable {12, 13), The presence of
these eells in both hunsans wisd animals infected
with F, capsulutim has adready been demon-
strated [5-10].

Human  histoplusmosis. - Suppressor T cells
were Firstidentified in patients with histoplasmosis
by Stobo et al. {$] and Couch et al. [9]. Subpopula-
tions of mononuctear adherent cells have been
shown to act as *regulatory cells” in various hu-
man infectious diseases, such as tuberculosis [14],
I bnnan histopl is, o macrophage-like sup-
pressor cell has been demonstrated by Stobo [6].
The role of these “regulatory cells” in thé course of
the infection has not been establishecd. 1t is possi-
ble that failure of the immune regulatory mechan-
isms may allow discase to progress (o i severe form

Fivloe ef af.

i some cases, Thus, impairment of the cellular re
sponse may be due in pant to lailure(s) in the
segudiatory sechanism fostered by either suppres-
sot cells or molecules such as antibodies (ligure 1),

Experimented histoplasimosis. Recently, adher-
ent suppressor cells and ‘I suppressor cells have
been demonstrated in the spleens of mive infected
with 24 capsudatum [10]) ancd in animals with other
cxperitientally induced infections, such as leprosy
|1s).

The cancept st inumunosuppreession could be
moduced by infection with 71 cupsulatnm is sup-
ported by the studies of Buliock et al. {7, 8, 10} in
amurine model. The anthors showed a conelation
between the acute phase ol the histoplasml infec-
tion and the existence of w marked suppression of
cellutar immunity, cylotoxic activity, and prinary
antibody respanse. This suppression was induced
ot only by fungal antigens but also by sheep
RBCs, a fact indicating that this phenomenon is
appaently nonspecific. An additional observation
is that the suppressive state was Jdetected only in
those animals inocututed with living Mungal cells
and that the suppression invelved not only T cells
but also adbierent cells [8-10].

[t is known that activation of' the suppiessor
poputstion can be specificatly fostered by the pres-
ence of a sohble antigen or by antigen-antibody
complexes. Alihough there is no evidence of solu-
ble circutaring . capstlatiem antigens, it is possi-
bile that this method of activation of a supptessor
populition daoes vecur, since circulating immune
complexes in histoplasmosis hive been established
[16). Additionally, the idea that immunelogic
depeession miay be nonspecific introduces the pos-
sibility that some product of the Tungus Tas an im-
munosnppressive elfect [11]; o simitag mechanism
operates in infection due to Plusmoditm vivay,
Trvpanosoma cruzi, and other icioorganisms

17, 18).

Antilody Participation

The fact that antibodies participate as “regulatory
molecules,” particularly in their action on B cells,
is indicated by ihe inhibition of antibody produc-
tion through a feedback mechanism (19, 20).
Abrogation of cellular immune tesponse by
unti-idhiotype antibodies has been demanstiated in
the manifestation of deluyed-type hypersensitivity
(DT1D) 10 hapten phosphoryleholine (28], Oiher
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studies demofisiraled suppression of the DTH
resaction to bovine y-plobutin (RGG) carricr by
18G2 antihapten antibodies [22),

Evidence of antibody activity on the cellular im-
muke fesponse i infections processes is still
scarce, althougl in o stdy of the role of cellular
and humoral immune response in o mice infected
with Nocardiv brasitiensis, Rico et al, ieported in-
hibition of DTH by the passive transfaence of an-
tibodies 10 N. brasiliensis {23).

Information accumulated in the literatuse sug-
gests that, in many infections of bacterial or lungal
ctiology andd I degenerative processes such as
tunors, antibudics ymay play a very importam role
in the regulation of the cellular snamune response
{24-31}. There is some evidence that antibodies do
not act alone but that an astigen-antibody com-
plex mediates the regulatory eflect; these com.
plexes have been found 1o be present i tmonat
mocesses |3, histoplasmosis 116}, coccidioidomy-
cosis [32], and taberculosis [33). In 1eality, the par-
ticipation of immune complexes within the contexi
of the impune response is rather ambiguous,
However, as alieady explained, such complexes
could pliy a regulatory role by, among other ac-
tions, stimulating 1 suppressor celis. They could
also have a negative effect on the pathogenesis of
disease by fixing complement and promoting tis-
sue Jesions (34], This Tauter effect snay explain the
neciotic viseulitis observed in Lucio’s leprosy (35).

Human disease.  The relaiionship between anti-
body titers and discase prognosis could be an -
porant aigwnent for the modulating role of these
molecules. This relationship bias been established

m
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in various mycotic diseases, especially histoplas.
mosis and coccidioidomycosis, and in sitwilay il
nesses such s nocardiosis {1-3), leprosy [36], and
tubercilosis [26]. High antibody titers in patients
with these infections are associated with &t poor
ceflular response, is demonstrated by suppessed
DTH, blastoid transformation, or other indication
of cellular inmsne activity, In some cases, this
condlition could progiess umil a 1ol cellular
anergy is achivved,

Amil-Estradi er ol [30] examined during a one-
year paiod the clinical and imsmunologic re-
sponses and the outcome of disease in a family
with histoplasmosis, The resulis of theh study sug-
gest that sueh patients experience i cyclic and ale
ternating inceease in the cellular and humoral im-
mune responses, as measured by evidence of DTH,
production of migration-inhiblting facior (MIF),
peecipilation, and complesnent fisation, When
DT and MIF responses to histoplasinin were
present, the antibodies appeared in low iters, and
when the DTH and MIF tesponses waie absen, the
antibudy levels incrensed. This aclationship be.
tween the immune responses suppoits the idea of
an imersction between them,

Experimental findings.  Toylor et al. [29) found
that, in mice sensitized to M. capsulatiom, an in-
crease in the expression of the cellular immune re-
sponse (DTH) is preceded by a reduction in anti-
body titers, Similar results have been observed
recently in experimentally induced infections In
animals. Young and adult wale syngencic BALB/A
mice were infected with o sublethal dose of £, cap-
sudatn and checked weekly for cellalar and hu-
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Figure 2. Cortclation berween cellu.
lar and bhumoral immune response
during histoplasmosis as measured by
a i increase in footpad thickness and
/. hemagglutination, respectively. Ke-
sulls ace for young synyencic mile
BALB/Zc mice. Bach point corres
ponds to the mean value tor live ani-
fiisls. Symbalyl O-= -0 @ mean
et inceease in footpad thichness
in infected mive tat received histo-
plasimin antigen (30 pg/0.08 wl of
prancind mini the vabise m ool
o Bistophamin anti-

n TITRES
B

mice Hhat sl

L] gen; O- -0 O . mean pavenl i
3 crese i fospad thickiess inifjeaal
wice that eevival sabine solution

e

minuy the vabue dn norowd mice;
[n} o0 = results ol hemag
- gluuu.num test partormed by the
Idehyde method. Vlistoplasni

AL

1. J" (1 mg/ml of protein) was used as
-—;':!:"'" i '.‘. - f‘ f\!nigcu. Data courtesy ol M l.
Rt =t daiun Con Taylor, R, A, Hennndees, N, Blirons

do, . Cuasola, and M. R, Reyes

Montes (unpublished observations).

mogal | ] A correl “hetween Although the manner in which antibody acts is

these reaponses wits observed during the course of
infection. Figure 2 illusi rtes u eyclic occmence of
huoth responses in young mice, with one response
displucing the expression of the other. The de-
crease al two points (day 40 and day B8) in DTU
response appirently precedes the increase in anti-
Pronly titers and vice versi Simitar 1esulls were oh-
tafned i adul mice, Moreaver, when celludar im-
me respanse wis mesued by produciion of
MIE, the eyclic selationship between hurmonst and
cellular pesponses was again demonstaed, Fare
themane,  passive  tamsfaence of  antivady 1o
H. capsudatin belowe hideerion reduced the e of
sutvivil ol udult mice (tabte 1) (37§,

“These restilts sugpest that antibodivs may behave
as regulntory moleentes either by moduliting the
expression of cellular immune response (s demon-
stristed by changes in foutpad thickuess in wice;
figure 2) or by madifying the protective function
ol the cellular response during the infectious proc-
ess (as demonstrated by degreased rates of survival
in mice passively immunized; table 1), Morcover,
abservations e in vitso by Newberry et al. [28)
fndicate that the presence of antibodies w 4, cap-
sulatimn inhibits the induction of lymphocytic
transfonmation by histoplasmin,

not known, ditect inhibition of the celtular 1c.
sponse or acti of a lymphuid populati

Waving i suppressor function are postulisted explas
nations, Futthermone, iioypic antibody aciivity
cannol be ruled out, B vnln.m.n: of interaction lu,-
tween T eclls wnd antibodics has been d I

12, 38, 39], Moreover, it is possibile chat the con-

Fable 1, Rates ol sigvivad ol sl mate WAL e wice
indested with thstepdasima capndatin aliey |v.mlu. [[HITY
terence ol nounabseounn sl 1, capridatiant .Illll\\.'llllll.

Conlitions ul wamsler, Na, af Nis sunvived
seonn h{lggml Hise (%)
3 tir befate infection
untiserum W 2
notm scrum 12 M (66.6)
Contial [[H] T0m
10 days alier infection
antiserum [ 10 (o
__noimal serun 10 b logy

NO Mice were m[r-.ml qluhlm unhl:llml dne {19 %
100 yeast wellsZmth ol a weakly vitulent sitain of #, copruhatim
(. SUITY. Serum containing high levels of aatiboidy o i, cap-
surdaiatin {as deteenived by EVESA) o aonmal serim was pagsively
trambesred by 0.3-m1 s injectivn. Daa are from (37),
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Figure 3, Ccllular immune tesponse
madudation in histoplasinosis, Tap,
the damage causedd by hyperreactivity
of the ecllubar tespanse, i.c., hyper-
function of effectar °F cells (Te), could
sepresent a repulation mechanisiu defis
ciency manifesicd by an insdequale
ion cither by n T
cells {Ts) or by antibodies, ‘T his situ-
ation frequently coingides with a luck |
of antibkwly oy Jow annibody i,
Alishdde, e el sitoation is which
nlegroate nrnl 4 by B8 cetls (19) amd
Tested. Bottom, he
vily o the cel-

imenaity ot esliuler menomse

function of ‘e cells, conbd be caused
by an aheration in the egolarory,
mechunivn in which suppressive activ-
ity coubd be trigpered by 1s celbs or by
antibody proxlaction by D cells, which
frequently caincides wilh high anti-

m

Allered nquhlnn poor

\ h.ﬂlmh‘mnl otthe
LA ’( ofhiar knenune deleres
4 '@, . mechaniem,
v I Adeyuule reguktion; yood
Prigiosis.
@ @‘ Hpursuctily of the
Lo Linmung 1eepones.

! t Dumugs by the ogy reseor,
AMerad regulation; bod
i ognole.

body titers, Symbal = lack ur low
funciiomality; ¥ = hyp ml‘unuum Y
hypofunction; » = amibody
nalecules,

cenration and class or subclass of antibodics may
play an important role in 1he action and expression
of 1he celludar 1esponse, It is pumhh: lll.|l high
levels of antibody musk the

COURSE OF THE RESPONSE

paatus is capable of resolving I in-
fection by climinating the fungus through ils
elfector cells, Bowever, in cases i which the infuec-
tion rey severe and sustained tissue o

a histopl

of the fungus, making them inaccessible for 7 lym-
pliscyte stanubation; consequently, a low cellular
Jesponse is pauduced, In contrast, lack of untibody
muduction (or pnoduction of nondeteciable levels)
resuls in an fubisted T lymphocyle

10 e antigen; pesistence of the aavigen stim-
lies itn exagy 11 lymphocyic esg and a
hyperseactive condition develops (figre 3), The
optimal situation would be thie achicweniem of a
level of antibody thin would not affect the recogni-
tion of amigen by 71 lymphocyies but would ade-
quately und cfficicntly modulate the cellutar im-
THUNE IESPONSE.

Role of the ) Response in the Pathogenesi
of Histuplusmusis
Givea the ity of 1the host's defe and the

comtroversial nature of the mcclnamsm of all.n:k of
the infectious agens in histapl

sis and i cannot be idered sey 1
C ly, in may be proposed thay, under con-
dirions of i the i ap-

the i Py s app inefficient in
elimingting the microorganism and produces le-
sians like those obsenved in hyperactivistion of the
cellufir inanie sespanse (D1H).

0 severe histoplasmusis in which no impainment
of the immune system hias been detecied, thougle
shoutd e given 10 the possible  enisience of
mechanisma llml allow the Tungos ta evinle e el
i e Jesponse; low il
TcIIganism, -mngul umluvu.

deteri [

masking of
Iysis viu phagocyte digesiion, amiphiagocytic activ-
iy, ete. Alicrnatively, it is imporiant o consitler
thie pussible existence of mechanisims that permit
ulicrations in the segulatory sysiems of the im-
mune response. Most Jata indicate thit the Tailwe
10 climinaie the fungus stems from impairment in

the of the i

Conchinion

The host-parasite rehnionship in histoplasmasis is
poorly undesstoad, The incchanism by which the
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fungus provokes tissue damage apparently does
not depend directly on the toxic activity of some
product of the microorganism. It is possible that
the persistence of the fungus in the host, regardless

Tavlor et ul.

suppressive phenomena during the infections proc-
ess) and on the probable role of cither antibodies
or immune complexes in determining changes in
the modulation of the H. capsnl celiulac im-

of the host's immune siatus, may be the result of

mune esponse,

a mechanism that permils evasion of the i

The probabl lulating role ol antibodies may

response. ‘The inability to eliminate or destroy the
microorganism may allow the continuous anti-
genic stimufation of the immunologic system,
producing a special hyperscactivity of the cellular
immune response (hypersensitivity). Although in-
efficient in destroying the intracellular parasite,
such hyperreactivity causes the accumulation of
cells in the infected arey, therehy producing the
typical granulomaous lesions. Damage to host tis-
st is @ consequence of the intensity of the im-
munc response. Under these circumstances, altera-
tions in the regulation of the imnune response
oceur; T eflector eells could be wriggered, while the
modulation of the cellular response by T suppres-
sor cells and antibody is apparently blocked. On
the other hand, it is possible that the tesion may be
produced by the direct effect of the Fungus in the
absence of a cellular resy {cellular hyporeac.
tivity), although there is no evidence 1o suppont
this idea, In this case, thete would also exist an al-
teration in the regulatory mechanisin, In contrast
with the situation just described, however, the T ef-
fector cells age depressed, white the action of T
suppressor cells oe antibodics is apparently trig-
geted. Finally, it is possible that tissue damage is
due to a nonspecific polyclonal activation induced
by the fungus or that immune complexes in
histoplasimosis purticipate in the tissue damage. At
present, polyctonal activity of fungal products is
being investigated,

A mechanism explaining the inability (o destroy
she fungus ur the cellubar level bas not been cliri-
ficd [40). Sitwe maciophages can actively endocy-
tose but cansot digest the fungus, cither the active
ity of lymphocytes on macrophiyges or the failure
of the intrinsic digestive mechanism of the macro-
phage (perbaps induced by some product of the
Tungus) may be 1esponsible,

An impairment in the segulation of the im-

be explained by any or all of the following: (N a
process of inhibition of B lymphocytes by feed-
back, the mechanism of which has not yer been
clacified [19, 20); (2) climination or masking of the
antigen, which would nol allow the activalion or
reactivation of the effector or cegulatory celis |41,
42}; and {J3) a direct interaction between the active
site of the lymphocyte receptors and antibodics 10
M. capsularum via, for example, an idiotype net-
work [43, 44},

Many ¢

hi f

of thei i in
emain tained. OF special in-
terest are aspects of immune regulation, Further
study may reveal a mechanism by which an ade-
quate cellular response is modulated 5o as to pre-
vent damage (o host gissue.
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CHANGES IN THE CELLULAR IMMUNE RESPONSE TO MURINE HISTOPLASMOSIS INDUCED
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ABSTRACT.

The course of humoral and cellular responses were followed throughout
infection in experimental histoplasmosis. A posslble modulatory role of
Immune sera and 1gG immunoglobulins fn the cell-mediated Inmune response
developed during the infection produced by the Fungus Histoplasma capsu-
latum was also studied. The results demonstrated: a) That there was a
cyclic distribution of cellular and humoral Immune responses in Infected
mice; b) That the passive transfer of ant!-Histoplasma antibodies abrogated
the survival of mice sublethally infected,when the sera were transferred
3 hrs prior to infection; c) That the transfer of Imnune sera and purlfied
1g6 modified the Immune responses in the animals depending upon the time
of transfer,and d) That the IgG appears to abrogate the delayed-type response
more efficiently when transferred 10 days after infectlon. The
results obtafned from this experimental model suggest that antibody may

play a modulating role In cell-mediated responses in histoplasmosis,



IHTRODUCT |ON.

Wstoplasmosis is a fungal dllsglasé.produ'ced by liistoplasma.capsulatum

which Induces a typlcal Intraceliular h Y I I'atlyénshvlh.‘ It

shares with other Intracellular rﬁl:’:v’i'obr'gan'l'sms"t.he hai'actéfl‘.st’:l?t‘ ihat"the.
pathogenic mechanism by which t‘,hecetgl'plqgl 5\65’:H;S‘;lveb‘.‘:d'alnag?f:
during the Infection is unknown (1-3).. -
Throughout the 11lness, the Imﬁnune nny'e‘spon"syt_‘:"‘ls bchva'rlac- -
terized by the fnefficlency of the host In developing an -
optimal response; . sometimes thls clrtﬁumstancc Is manifested by hyper-
reactivity of the cell medlated response comnitted with the pathology of

the infectious process (3). Consequently, an adequate modulation of the

Immune mechanisms Tnpllcates its efficlency in the outcome of the discase.

tt 1s accepted that regulatory functlons of the immune system involve
different mechanisms of the immune response. Among the diversity of the
Imnunoregulatory mechanisms, humoral effectors have a speclal Interest due
to the critical role that antibodies could play on the regulation of the
humaral and cellular immune responses. Today it is assumed that anti-
Idiotypic antibodies suppress delayed-type hypersensitivity {DTH} to haptens
like p-azobenzenearsonate (h), phosphoryl choline (5), etc. However, Yittle
consideration has been glven to the specific antibady as a regulatory
component, although its influence on antibody production vla a feedback
mechanism was described many years ago (6-7). The role of specific anti-

bodies on the Intracellutar infection is contradictory, their particlpation



on fmmune damage has been proposed in some 11lnesses (3) and their useful-

ness as a dlagnostic and pronostic tool has been discussed.

Some evidence points to antibodies as regulatory elements in infectious.
processes (8-11), furthermore auto-anti-idiotypic antibodies have been
shown to inhibit delayed-type hypersensitivity to purified protein derjvatives
(PPD) in BCG infected mice (11).

! Different observations support the role of the antibody as a régﬁiﬁgory
component over cellular mediated imwunity in histoplasmosis: first, the
relationship between high antibody titers and low cellular response which
concurs with a critical outcome of the disease {1-3); second.vthe inhibition
of lymphocyte transformation induced by the antigen histoplasmin in the
presence of anti-Histoplasma antibodies {12}; and third, the inverse

: correlation between cellular and humoral response during the course of

experimental histoplasmosis {13).

However, evidence is circumstantia) and more studies are necessary to
support the regulatory role of antibedies on cellular response in models of
intracellular infections., We examined the development of the cellular and
tumoral response using a murine Histoplasma infection model in-attempts to
elucidate the influence of antibodies on the cellular inmune response

triggered by this infection,

MATERTALS AND METHODS.

Microorganism. H. capsulatum strain 5037 tested for its virulence was

grown in yeust-phase cells at 37¢C in brain heart infusion broth {Bif)



(Bioxan, México) supplemented with 1% glucose and 0.1% L-cystelne. Mycobacterium

tuberculosis H37 Av was used as contro! and maintained In Lowenstein-Jensen

medium and PBY (Proskauer, Beck, Youmans) in order to obtaln blomass.

Animals. Young {1 month) and adult (4.5 month) inbred BALB/c male mice
were used and maintained in our laboratory with animal facilities. Mice were
originally separated by age and given mouse chow (Purina de México, S.A. de

€.V.) and water ad 1ibjtum,

Histoplasma inocula. The fungus was grown in supplemented BHI for three
days and harvested by centrifugation at 300 x g for 30 minutes. Organisms
were then inoculated Into a synthetic medlum (14) for 2h hours, They were
harvested again and suspended In a balanced saline solution (BSS) at the
desired concentration. All Inocula were tested for viability and conversion

to mycelial phase at 28°C on BHY agar slants.

Histoplasma infection, Yeast cells contained in one ml of BSS were
inoculated intraperitoneally into mice. A sublethal dose for young
(3.16 x 107 cells/ml) and for adult (1.99 x l()8 cells/ml) mice was used
throughout the study as determined in a previous experiment (15)., Another
group of animals was processed in the same manner in order to obtain only

antlsera,

Mycobacterium antlsera. Mycobacturium tuberculosis Wwas harvested

by centrifugation of a PBY culture, suspended in BSS at a sublethal dose for
adult male BALB/c mice (2.3h x 107 bacteria/ml), and Inoculated intraperi-~

toneally into mice,Sera were separated and pooled for purification procedures.



Histoplasma and Hycobacterium Immune sera purlfication. Blood was

collected from animals 30 days after infection. Globulins were abtained
at 4°C by anmonium sulfate precipitation ai 33% saturation, pH 6.8. The
precipitated globulins were centrifuged at 2500 x g, redissolved iIn
distilled water and dialyzed against phosphate buffered saline (PBS)

pH 7.2 (16). Globulins from control mici.e were fractionated by the same
method. Protelns concentration were determined according to Lowry et.al.

(17},

19G purification. fImmunoglobulin G from mice infected with Histo-

" plasma was purified by affinity cl.lromatography as described by Gouds‘waard‘
et.al.(18). Five milliliters of sera were passed through a colum (1 x 6
cm) of protein A sepharose CL-4B (Sigma Fine Chemical). Non-attached
proteins were eliminated by washing the column with phosphate buffered
saline {PBS) 0.0IM pH 7.2 until the optical density was 0.02 at 280 am,
Bound 1gG was eluted with 5 ml of 1.5 M amonium thiocyanate pH 6.5. V

They were dialyzed against PBS extensively and stored at -20°C.

Antibody determination. The antibody titers for passive serum

transfer of anti-Histoplasma, anti-Mycobacteriumn immune sera and Histoplas-

5.\_11 196G were determined by ELISA method (19) using mouse antl-gammaglobulin
and anti-1gG alkaline phosphatase conjugate{Sigma). This methed has been
standarized in our laboratory using histoplasmin antigen, at a concentra-
tion of 100 g of protein for cach well of polystirene plates, and using

PPD as Mycobacterliuws antiyen at 200 pg of protein for coated plates.



Passive serum transfer. MHistoplasma immune sera, Mycobacterium Immune

sera, purified Histoplasma 1gG or normal sera, were injected subcutaneously
(300 ug of protein/0.3 ml}, 3 hrs prior to, or, 10 days after Histoplasma

infection, The specificity of sera was tested by ELISA,

Correlation between cellutar and humoral immune response throughout

infection., A total of 120 mice for each experimental group were used,
using § animals lor each point. Groups of mice aged one or 4.5 months
were tested at different times. Infection with a sublethal dose of

Histoplasma yeast cells for each age group was carried out as described above.

Cellular and humoral responses were monitored every 8 days.

Cellular response was measured by delayed-type hypersensitivity (DTH),
expressed by the footpad swelling test as described previously (20, 21)
using histoplasmin (30 ug protein/0.05 ml) from a single lot, reading the
test 24 hrs after antlgen challenge. The humoral response was detected by
passive hemagglutination assay (22) using sheep erythrocytes (SRBC) coated
with histoplasmin at | mg protein/ml (23). The titer recorded is the
hinhest dilution of antiserum in which agglutination was demonstrated., Two ex-
periment per age group were anallzed by statistical methods and in a third
experiment, cellular response was also checked by macrophage Inhibition
factor (MIF) production and the humoral response was confirmed by the

ELISA method,

Passive serum tronsfer versus percent survival and cellular response

_l_g_l“swplasmn Infection., Two types of experiments were performed each




in duplicate. Initially, only normal and Histoplasma imnune sera were
transferred and the percent survival was determined. A total of 62 mice
were used in the first series of experiments. A second series of experi-

ments included normal sera, Histoplasma and Mycobacterium immune sera and

the purified anti-Histoplasma IgG fractions, Ten animals were used for
each group. The percent survival and DTH reactivity were determined dver
30-40 days throughout the experiments. Animals deaths were checked by organ

culture for the fungus.

Organ cultures. Spleen, lung and tiver from infected dead mice were
homogenized in BSS supplemented with 50 pg/ml of gentamicin. Homogenates
were inoculated In duplicate onto Sabouraud agar with antibiotics (Myco-

biotic Bioxon de México) and BH1-agar at 26-28°C,

Statistical analysis. Statistical studies were performed using

Student's t test (2h).

RESULTS.

Correlation between cellular and humoral immune response throughout

infection. Young and adult mice with sublethal infection,

were monitored for their cellular and humoral responses every 8 days o;lcr
a 3 months period. Both responses are plotted together to establish a
compar{son batween the fmiune mbnifestations throughout the infection.

Figure 1 and 2 [llustrate the results for the two age groups used. The



results exhiblt a cyclic distributlon with a displacement between each
Immune response, A speclal characteristic that can be observed is the
decrease of the cellular response measured by the footpad swelling tests,
which apparently precedes the Increase of antlbody titers detected by
hemmagglutination. For young mice {Fig. 1) there was a depression In cell
mediated responses at two points, days’ ioO and BB, While the humoral res-
ponse increased at days 32, 80 and 88. With the adult mice (Fig. 2), the
cellular response decreased at 2k, 64 and 8B days respectively, while anti
bodies increased at 32 and 72 days. MIF and ELISA showed similar results

to the previous tests.

Antibody determination., Antibodies to Histoplasma or Mycobacterium

were detected by the ELISA method for all experiments of passive transfer.
Using histoplasmin as antigen, a whole anti-Histoplasma sera gave a titer
of 1:1280; the ammonium sulfate precipitated anci-Histoplasma gammaglobulin
showed a titer of 1:640 and the purified anti-Histoplasma IgG 1:160. For
antl-Hicobacterlum sera, PPD was used as an antigen and the amnonium
sulfate precipitated anti-Mycobacterium sera had a titer of 1:2560, Nu'rnml

sera were always negative to histoplasmin and PPD antlgens.

Passive serum transfer versus percent survival to Histoplasma Infection,

Figure 3 f1lustrates a drastic abragation of survival (103} of adult mice,
when antl-lllstogiagma antibodies were transferred 3 hrs prior to Infection,
but antlbody transferred 10 days postinfection did not modify the survl\)al
of the infected animals (1002). Seventy percent survival was obser\}ed in .

the infection controls without serum transfer: Normal sera did not interfere



with the outcome of the dlsease, since a 66.6% survival was detected when

It was transferred 3 hrs prior to Infectlion.

Passive serum transfer versus cellular response to Histoplasma

infection. Six groups of animals were used in each experiment. One was
performed with transfer 3 hrs prior t9rlnfcctlon and another 10 days after
infection. Mice which recelved sera 3 hrs before infection developed a

lower delayed-typé hypersensitivity (OTH) (Fig. 4). The lowest levels of

DTH were detected at 16 and 24 days post infection (p<0.02) in the groups
which recelved normal serum or anti-Histoplasma purified 1gG {p<0.00!

and p<0.05). Animals which received sera 3 hrs prior to Infectlon developed
the typical signs of disease such as frritability and welght loss, and
followed the usual course of {nfection. However, anlmals which received
adoptive transfer 10 days post infection {Fig. 5) developed a less severe
course of discase and the DTH response was only abrogated by anti-Histoplasma
1g6 {p<0.001} at 16 and 24 days when compa;ed with the nontransferred in-
fection contro} group. {n '@ repeated experimental series, anti-
Histoplasma antlbody determination was perforwed at the same time as the footpad
test. Results in the DTH response were similar, while antibodies to
Histdg?as&a were detected at high levels only in the groups of animals

which received specific transfer.

Organs cultures. Table | shows the Isolation of the fungus, particutarly



from the spleens of Infected mice which were transferred with Immune sera.
H. capsulatum was Isolated at days 15, 24 and 32 from all groups of
transferred and Infected mlce, except at ﬂay 8 when the transfer of Immune

sera was made 3 hrs prior to Infection.

DESCUSSION,

Literature concerning the relationship between antlbody and cetl medlaéed
response in histoplasmosis Is contraversial, Serum causes specific suppre
ssion in active human histoplasmosis, since responses to mitogen and other
fungal antigens were unaffected (25). Sera of patients with histoplasmosis
suppressed lymphocyte transformation (LT) of healthy histoplasmin-positive
reactors, whlle sera of healthy histoplasmin reactive persons Increased
histoplasmin responses of patients (12, 2B}, Some authors have suggested
that antibodies may increase or decrease LT responses depending on the

ratio of antigen to antibody (27).

The little evidences concerning a definite Fole for antibodies in the

process of Histoplasma infection adds to the concept of its diminished
importance in the defense against this disease, prompting us to investigate
the probable function of these molecules in the course and the outcome of this

intraceltular 11lness.

Using an experimental murine model of histoplasmosis, in which disease
is characterized by the typical signs of the infection in mice and the

Isolation of fungus from the tissue, our results support the possible



participation of antibodies In the lmmune modulation mechanisms of the
cell mediated response. The first series of assays demonstrate a corre-
lation between cellular and humoral respoitses during the infectious pro
cess in young and adult mice, and provide evidence for a cyclic distri-
bution In both Immune responses with a special characteristic of displa-
cement between them (Fig. 1 £ 2). Theée clrcumstances, whereby the in~
crease of one response precedes the decrease of another response, suggests
the exIstence of a modulation mechanism. Furthermore, in some experiments
a good correlation among hemagglutination and ELISA titers was detected.
Using the MIF method to test the cellular response, we also observed the

sane phencmenon,

It is lmportant to note that these results are only observed with a
sublethal fInfection, because in other clrcumstances {severe acute phase)
the drastic resolution of the fliness abbreviates the animals survival.,
In order to determine if serawerecapable of changing the cellular defense, '
passive serum transfer was performed. The next serles of experiments
suggest an interference of antibodies in the efficiency of the cellular
defense mechanism and delayed type response (DTH) in histoplasmosis.

The effect of anti-Histoplasma antibodies depends on the tine of tr.ans-
ference In accordance with the moment of Infectfon, In aniwals, the
disease has a drastic outcome [f anti-Histoplasma antibodics are injected
3 brs grior to infection, however, If the transfercoce occurs ¥0 days
after infection there Is no influence Fn the percent survival of the In-
fected anlmals (Fig, 3). It Is possible that the behavior of cach group

of transferced mice Involved dlfferent mechanisms, The serum transfer at



3 hrs prior infection, could interfere with the afferent phase of the
immune reaction and the macrophage could be the target cell for the
sera effect. Two clricumstances support this idea: flrst, sera altered
the efficiency of the defense by modifying the induction of the immune
response, and one would expect that the macrophage is blocked to

resolve the infection; the second clrcﬁmstance, is compatible with the
196 effect observed along all our experiments (Fig. 4 & §), €onsidering
that macrophages have Fc receptor (Fc Rl or Fc Ril) for this immuno-
globulin class {28), it is possible that the phagocytic efficiency
could be altered by 19G. Also, it Is possible that immunoglobulin
contributes to trigger any kind of suppressor cells such as macrophage-
like cells and T suppressor cells, which have been described as mediating
suppressor activity in histoplasmosis and other intracellular infections
(29-32), although lt.ls not very clear, how antibodies would act in

these clrcumstances.

The capability to develop a complete and functional protective
cellular response by sublethally infected animals was abrogated only by
the Immune sera transfer 3 hrs prior infection In all experiments.
However, we could detect some varlatlons.ln the particular manifestation

of cellular response, the delayed-type hypersensitivity.,

By checking this phenomenon we observed that the serum transfer
3 hrs prior infection (Fig. 4) did not descriminate the Interference
effect on DTH among all groups studied, although anti-Histoplasma IgG

and normal sera have the most critical effect. The possible explanation



v

for this observation could be a generalized effect by pon specific

mechanisms on the DTH expression.

in view that normal sera did not induce a high fatallty, normal igG's

were not used.

The fact thai only the Histoplasma 19G was capable of producing a
critical decrease of DTH response,obsarved when sera were injected 10
days after Infection (Flg, 5}, plus the observation that whole anti-
Histoplasma serum did not abrogate the survival of infected animals
when transferred 10 days after the infection challenge, permits us to
postulate that different mechanisms could be involved depending on the
time of sera transfer. This also supports the possibitity that specific
196 could be the responsible of the effect In mice survival when

transferred with immune sera 3 hrs prior infection.

The exact effect of lmmunoglobulin is not clear, it could interfere
with the macrophages elther in the processing antigen phase or by altering
the efficliency of the phagocytic process, also they could stimulate
suppressor cells, by the FcR receptor {33). The importance of 1gG as a
regulatory molecule Is assumed by the suppressive effect of 1952 anti~

ldiotypic antibody detected in other systems {34).

Human immunoglobulin in histoplasmosis has been studied by many
authors, Cox has abserved that the serum level of 1gG, JgA and IgE are
tncreased in histoplasmosis (25, 35, 36). With the exception of gA,

the other two immunoglobullns have been related to the level expression



of cell mediated Immune response. 196, has.been commltted with the
delayed-type hypersensitivity abrogatfon in a system carrler-hapten,
where the DTH response to carrier BGG (bovine gammaglobulin) has been
inhibl ted by 196G, subclass antibodies to the hapten (34). In a related
fungal disease, coccidlolidomycosis, an 1gG mediated T cell suppression

was observed (37).

The role of specific antibodies In Intracellular Infections Is a -
very interesting proﬁlcm. For example It would appear that an antlbody,
when present before Coxlella burnetti Infection accelerates the Inltial
interactions of the inductive phase of the cellular immune response (38),
however It is difficult to characterize the exact effect of antibodies in

these circumstances.

Requlatory mechanisms have many variations in their speciflcity, one
of the most interesting aspects Involves immune complex and anti~idiotypic
antibodies. It is possible that specific antibodies or some Immunoglobulins
produced during the infectlous process act like antl-idiotypic antibodies
(39). They could react with antigen receptors present an the lymphocytes
membrane, which share analogous epitopes with the idiotypes, thercfore
anti~idiotype antibodies could have anti-receptor activity (h0), tt is
possible also that antlgen-antibody complex are efficlent tw induce anti-
idlotype antibodies and same reports suggest that they activate suppressor cells
(4}, and circulating Imaune complexes have been described In histoplasmosis

(1), Ve would Vike to check these possibilities in the future,



.‘s

We know that antibodies are not the only serum factors that could
Interfere with the cellular response, non specific factors and mon immuno
globulin factors have also heen reported (42, 43), perhaps explaining why
ve observed the Influence of normal sera on the abrogation of DYH, How-
ever, there §s an abundance of evidence which strongly support the
regqul atory f\;nctlon of antibady molecules, either by wechanisms which

involve specificity or by cross reactivity.
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VHHUNE RESPOHSE

LN YOUKG MICE DURING THE Histoplasma INFECTION, Ffootpad swelling test
vs hemagglutination. Syngencic male BALB/c mlce were used. O—-0 mean pes
of increase in footpad thickness in infected mice vsing histoplasmin
antigen (30 pg protein/0.05 m}) minus the histoplasmin antigen value in
normal mice: 0---0 mean percent of increase In toatpad thickness {n
infected mice using control with saline solution minus the value in
nortal mice;{i~--—[} hemaggiutination test performed by the glutarai-
dehyde method. Histoplasmin at 1 mg protein/ml was used as antigen.
+ $0- Standard Deviation.
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FIGURE 2. CORRELATION BETWEEN CELLULAR AND HUMORAL IMMUNE RESPONSE IN
ADULTS MICE DURING THE Histoplasma INFECTION. Footpad swelling test

vs hemagglutination. Syngeneic male BALB/c mice were used. All experi
mental conditions and symbols are the same as figure 1. -
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FIGURE 3, PERCENT SURVIVAL OF MALE ADULT BALB/c MICE

Histoplasma capsulatum AND TRANSFERRED PASSIVELY WITH AN
SERA. Mice were In ected intraperitone
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capsulatum N2 5037, Passive serum tran

INFECTED WiTH

ally with a sublethal dose
ulent strain of Histoplasma

TI-Histoplasma
~-2-0P1asma



MEAN % INCREASE IN FOOTPAD THICKNESS (+SD)

‘ 64 -8 ¢-6
L.
]
o
» P00t
» P00t wd
" L
10 ! y
|
y &4
s 16 24 s 16 24 e )
Post = infecton Days

POST-INFECTION DAYS

FIGURE 4. DELAYED TYPE HYPERSENSITIVITY IN MICE TRANSFERRED

WITH IMMUNE SERA 3 HRS PRIOR TO INFECTION. Aduit BALB/c mice Intraper |
toncally infected with H, capsulatum (1.99 x 10t yeast cells/ml) received
different sera before infection. DTH response was performed by footpad
swelling test and the values were corrected by the value obtained with
saline solution controls, Histoplasmin at 30 yg protein/0.05 ml was
used as antigen challenge, Transterred groups formed were: G-1 control
without transfer, G-2 anti-Histoplasma serum; G-3 Normal serum; G~h Aming
nlum sulfate preciplited anti-Histoplasma serum; G-5 Ammonfum sultate
precipitated anti-Hycobacterlum serum; 8-6 Purified anti-Histoplasma 140,
The perspective projection represents the standard deviation;

g infected mice; (] non Infected mice.
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FIGURE 5, DELAYED TYPE HYPERSENSITIVITY IN MICE TRANSFERRED

WITH |HMUNE SERA 10 DAYS AFTER INFECTION. Adulc BALB/c mice intraperi-
toneally infected with K. capsulatum (1.99 x 10° yeast cells/ml) recelved
different sera after infection. DIH response was performed by footpad
swelling Lest and the values were corrected by the value obtained with
saline solution controls. Histoplasmin at 30 pg protein/0.05 ml was

used as antigen challeage. Iransfer groups were the same as figure 4,
By infected mice; 7] non infected mice.



TABLE 1. Histoplasma capsulatum 1SOLATED FROM SPLEEN OF INFECTED AND SERUM TRANSFERRED BALB/c MICE.

TRANSFER TIME
SERUH 3 HRS PRIOR 10 DAYS AFTER
TRANSFER INFECTION INFECTION
post infection days post infection days
8 16 24 16 24 32
Non transfer - - + + + 4+ + + L. - + +
control
Anti-Histoplasma - - + 4+ + 4 + + + + + +
serum
Normal serum - - + o+ + + + + - ¢ + 4
Anti-Histoplasma - - + + + 4 + 4+ + 4 + 4+

ammonium sul fate
precipitated
serum

Antt-Hycobacterium - - +4+ - ‘4 + + + 4+
ammonium sul fate
precipitated serum

Anti-Histoplasma - - + + + 4 + 4+ + 4 + 4
196
Non infected control -- - - -- - - - - .-

Spleen cell homogenates in BSS with antiblotics were inoculated In BHI agar supplemented'wlth
50 pg/m) ot gentamicin, 0.1% of L-cysteine and 13 of glucose.

4]
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INMUNORREGULACION DE INFECCIONES' '
INTRACELULARES: PAPEL DI LOS ANTICUERPOS
EN LOS MODELOS TUBERCULOSIS &£ HISTOPLASMOSIS

DRES. TAYLOR MAmiA, LUCIA MEDA LorEZ HERLINDA,® RUBIO MONTEVERDE ] [ORACIO*®

VACA GARCIA OLIVIA®, REYI
Cruz CHAVEZ ANDRE:

SUMMARY

MonTs M. RoCios, VILLALBA CALOCA JAIME®®
. CHISTLRNA AGURRE JUAN MANUEL*®

Evidencias experimentales v difeccnies observaciones clinieas
apoayan ¢l papel regulador de los anticucrpas en la respuesia
celular de cienas inleccmes imracelnlates. En este irabajose

N
Expenimental evidence aml chimeal vbservations lummﬂ the
regulatary cote af antibodics in the cellolar sesponse of some
intracelular infections. Tus papertricsto redarcand discuss the
cl with two nunlels: tuberculosis and

i ydiscutealas l1ados iniciales abienid, nues. IIIIII.AI results oby,
teos estudiay can < modelo uberculose ¢ hi i que
permuzn plar un efecto i Julador de los antis

. cucrpos en Las infecciones citadas,

which pomt out the pussible
dulation ellect of antibodies in the afore
meation infections. to

Al ser critica la respucsta de defensa ¢n la sobrevida y
vigilancia de un hudsped apto es de espesarse que se
Jitida a diferentes de regulas
cu’m nmmm que dclcmunn.h\ la |nmnsulad eficacia y
e Ja ldpica, que estd bajo el
comrolde dnfmum pracesus, slgunos de ellos inherentes
a la propin respuesta inmune y 01103 que derivan de pro-
cesos lisiologieus de fndole no inmunolégico pero que,
sn embargo, ciercen su efecto cn la manifestacién de la
defensia. Entre fos mecanismos propios o no de ta reaccidn
inmunoldgica que son capaces de incidir sobre la regulie
cién inmunc, s destucan en panticular los enlistados en el
coadro [,
Canla unio de cstos mecanismos es objeto de estudio de
grupos de i picidn. En log Ghimos aftos se
hia visto 4o gran avance en ol conocimienin de Jasinteric-
ciones celtilires, ba produccidn de factores celulares y sus
electos sobre I rcgul.uuﬁn de ba sespuests unmm: sln

como ¢l posible cfecto inmunorregulador de losanticuers
pos en modelos intracclulires,

Es bien conoclda la partcipacidn de los anticuerpos
como moléculas de defensa frente a agentes capaces de
indhucir la respuesta inmune, sobie todo en enfermed ades:
extracelulares; sin cimbargo en padecimientos infsccinsos
en donde ¢l pardsito es intracelular es muy discntido ¢l
papel que desempenan estis pmln.lu.ns especificas, ya que

nite RO proporei i6n y si pueden
pmdumr dana, conio ¢s ¢l caso (h. vasculitis necrasante
absecvada en el fendmena de Lucio en lepra.

Cuadiod
Macanismus do regulacién do Ia
twgpuosta lnmune

PROPIOS NO PAOPMIOS

cmlmgo penisten espacios vaclosen ¢l
secuencii Je mucllm eventns inviplucrados en este fcn(i
MEn0, o fa Bicton de i cetular

Quesecncuviitacn un.n.mpn muy incipiente deestudioy
s maotiva de preocupacion de muchos investigadores, asi

© {1epartamenta e Ecalucha Humma. Fasubiad de Med ina, UNAS.
o dnudinut Narcnaal e Eafeamptailet Respatoriar (INEK)
Prugrama Lnweritano de vevigas sda Clinea (1UIC)
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La |nfuunm:|6n acumudada en ta liserara cientifica
Suglcﬂ: que en p.ul;clll\lcnlm inteccinsos de ctiologia
bacicriana o fingica y en estnlos patoldgicos tumoriles,
los anlicucrpos jueyan un pape) mus dnputtinte en Ja
regutacidn de 1a pespuesta winune cehilae

La fitncion de los anticucrpos come muléenles regulas
doras no es novedosi, principalmente sisu especteo de
accién s subre células 1), po o gue desde 1960 e conocia
¢l fendmeno de inkibician de formacion de anticucrpos
por un mecanismo de rerraatiment; .

Trabajos realizados poe diferemtes investigadores,
muestran la influcncia de alganas lactoges séricas sobre
manifestaciones in veire de | gespuestin inmune miedinla
por eélulas feomlro HY. De édos ex impartanie resalian
preseacia de los anticucepas no compromctidos directa-
mente cont b prateccion ded huésped, sino posiblemente
con una accion reguladoge.

Evidenciius dn vivro muestran La presencia de anticuer-
poscomo inhibidores de la respuestacelularen prachin de
transformacion blastoide en mudelos de tubereutosis,
sifilis, histoplasinosis y leprat® (ewadea 18),

|.a desnostracion de que bos anticuespos acinan midificane
dola respuestis celular in vivo ambién ha sido seautada en
fa literatuza, cn particular por i accidn de anticuerpos
anli-idiotipo promaviendo L supresidn de la reaccion
cutdnea ab hapieno p-azofenilusenno,' aslcomoathap-
“teno fostorilealina.t? Par otro fado, se informa la supre-
sidn de b tespuesia cwanea slacarreadoe gamaglobuling
boving por uceidn de anticuerpo guti-haptenn deb tips
158G, Sinembatgo, I infarmacion sobre la acidnae tos

Cuadio fl
Facioios s6aicos copacus do suprimirpruvbas do
inmunidud colularin vitie

a1 - Globwlinas

B - Lipoprolminas

Pratolna C reactiva
Inhibidor quimiotans

a - Feloprotelna

Compleje smuna arculaniy
Anticusrpos citoldricos
Anlicugrpos (ol1as accionus)

fra It
Inhlblcl&n por -nll:uupnl do pruabas
colulares invitre

€nlermedad Prucha celular
i Transt dncon
histoplasimina
Lepra Tronstormacién con FHA
Sifilis Translarmacidn con FHA
Tubesculosis Translarmacién con Ag

FHARFushemagiulining
Ag® Adtigand

anticucrpos inhibicoloin vivola rc(pmsmccluluu;t‘ncm-
i por micronnganismos ha sido aids cscasi.

Anticuerpas snti-NMocardus transteridos a ratones con
micetomis indueen un abatsmiento de Lt intradenmoteeag-
eion (IDRY 2 antigenos de Nocardia ™ Descutnimientos
recientes demuestran gue ratones immnizadas con BCG,
producen anticuctpos conactividind de ant-idiofipo gue
son capaces de inhibir ke respuesta celulae al PP en
prichas de 1eaccian cutinen.’

La retacion entre titntao de anticuerpas (respuesta bu-
moral) y reactividad celular frespuesta celulary permiie
establecer un angoen la mandestaciondeambingespuess
1as immuses que funciona como suxiliae prondatico en
virios modelos de infeceiones iniedticas, nncardiosis, le-
pra. mbeenlosis y olras. Esta celacion dada par adtos
titutos desonticuerpoy bajl resprestacelutar comoinadicas
dor de pronastice male; bijos tinlos de anticoerpo y
sespuesta celular alta indicador de prandstico bucno,
canstitaye un argumento mds i lavor de a interaceion
entee imbas respuestas imaines y ¢l posible pagel podu-
fador de Jos anticuerpos en estas infecciones.

Con base en estudios histopaioligicos, rdioldgicos y
pruchis de intgadermorreaccion, asi como experimentoy
in virro, Jde tramsfonmacion blastoide, inhibician e
migracion de levcocitos v determinacion de tolos de
.mlltuupux, sehafgorado establecer unespectroclimcne

gico el folasditerentes fusesdelaenier-
medad con la intensidad de lares puesta celulas o humoral,
woino lo hicieron Ridley y Jopling paralepra® y Lensing
paratubercutosis,® Unes pectresimitas noha sidoestable-
cilo en L histoplasmasis, sin embargno, dlgunos autotes
consideran ue presenta Gases sernejuntes a ks enfermeda-
des mencionindus, La fgura | mucstinei un esphema
madificadocdmoesidnselacionadas las respuestasee lular
y humorat a 1o largo de procesos leeciosos inttacelulas
res, particularinente en fases de niayor o menor reactividad
celular,*!

INNAIDAD MEDIADA POR CELULAS

SRTRNIDAD COLULAR

1RAAIDAD HPONAL
ENFERFEDAD CHFENEOAD
FasE Tt s
A
MACTIVA il W AEACTIVA

Figura ¥. Ralacién dalas fases de reactividad cotularenlan
entannedadus inteacolularys con 14 sospuosta inmung,

]Mndlﬂculn du Stites, D. P, ef o, Inmunolngla Bésicay

Clinlcn, 4a. odicitn, Editorinl El Manual Modurno. Mdai.
co, D.F., pip. 636}.1883,
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Interesados en estudiar el fenémeno de regulacidndela
respuesta celular mediada por anlicuerpos eninfeccianes
intracclulares, plantcamos diferentes proyectos en mode-
los de infeccsbn donde precloming el mecanismo de defen-
sa celudir, como son tubesculosis ¢ histoplasmosis. Estos
proyectos de investigacion se desarcollarenenel Dep
memo de Ecologia Humana deJa Facultadde Medicinuen
caluborucidn con ¢l Instiuto Nacional de Enferme
Respiratorias (INER) {Proyecto Tubercutosis).

Los trabajas desarrollidos en luberculosis sellevarona
cabo con la siguicnte estrategia; células linfoides de pa-
cientes reactivos, que como es sabido presentan alia res-
puesta celular y bajos titulos de anlicuerpos, se incubiion
12 horas con sticro inmune de pacicnies no reactivas
(anérgicos)conteniendo altos titulos de unticuerpos. Pre-
vio a la estimulacién con el antigeno PP, Jas células
fueron lavadas para eliminacidn del excesode suera. Lste

iento permitié b inhibicidn de 1a respuests celnlar

—
80

40

FHA

momm
c

200

endisuy

301

40

ewioN
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Figura 2, Efuclo del suera imnune de paciente andiglco
tuburculoso on la transtormacién blastoide do células de

Al

‘Lascéluta Gon sunroy normsf
y do pacianin (uhumulum mdruucn duranto 12 horas &
INCon dsfara do COY. P tuoron Iavl-
dasy astimuladng con el antl PPD previa d

v

@Biev

.
medida por fa transformacion bidsticadelas células frente
 la dosis Sptima e esomulacion con elanigenn (S0 y 100
4g del Ap/ZIX10* células) produciendo ash una anergia
celwliar i vitre. Bt intibicion e 1a respuestacelulae pop
Lwuceidn ded suero fuedetectada et luberenlusis{figusa 2),
Paor 0tro lado, las céhatlas de s vos (baja
tespuesta celular y alla concemracion de anlicuerpos) se
incubaton 6 horas con altas concentraciones de antigeno
PPD. Después de eloninar con lavadas subsecnentes ¢}
exceso de dntigeno, e re1d nuevamente s las células conel
PPDa dosis de estimulacién prevismente estandarizadas,
observindose que dicho tralamiento restablecht en lig
células Ja capacidud para responder at amigenolfigura 3),
Los resuliados de estus experismentos sugicren que los
especiticos (anticuespos) g (es cn los

succos inmunes utilizidos, partivipan de algénnodu enel
bloguco de lis células de pacientes ieacivos (ligura 2) y
posiblemenie scan Yos elementos inveliciados en la aner.

Ingiee as Ertimaisaide
- -

—> lg 7PPD
—> Uy protelna / suie

teansformacion bidstica (50ug v 100 uu/ml deprotelna
del antigeno). Al mlsmo tlumpo so procesaron célulag
ostimuladas con el Ag y sin tratamionto con suoro, ado-
més de controles sin Afty controles conmildguno {FHA).
La prucbs so midié por incorporacidn dn imidinatritinds
{epm x 10,). Los msullndu- toprosmstan una mupstes de
12 paciontos,

uclon de ladosis dptina de estimulacida pars inducle [
4

FIIA £ Flichema glutial
Ag 1 Amigens
C v Contid ds cuulu
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fia de pacientes no seactivos, ya que se Iol,u el “desblo-

prccedc al aumento en thulos de anticuerpos o viceversa,
ltados fueron obtenil cnr.unncubum:s.

guco® de células in vivo por t con el
componenic al que los anticuerpos tienen alta afinidad, 0
sea e antdgeno (figura 3).

Eaperimeos actuales estan encaminados a la demos-
tracidn del tipo de interaccion entee lascélulas involucri-
(las y los smticuerpos, en infecciones intracelulares,

tin el modelo histoplasmoso, Taylor y col,
resubtados que sugieren que los anlicuerpos jucgan un
posiblepapel modulador en faexpresiénde hipersensibilis
dad detipo 1anlio en ratones semsibilizados con histoplas-
i, Elanmento en fa hipersensibilidad de tipo tasdio fue
precedido por unainhibicion e el alode amicuerpus. '
Recicntemente resultivdos similares s observaron en el
procesainfeccioso experimental. Rutones delacepasingé-
pica BALB/c(machos adultos)lueroniniectadosconuna
duosis subletal de histoplasma,

La tanto delarespuesty como
humoral, deinostrd una :oml‘luén entre ambis duranie

clenrsode la infeccidm. L
cietica de estas respuestas cn ratones sdulios, con
caracteristica de un desfasaimicnto entre ellis. Sc ohserva

tue ta disminucion en fa respuesta cetular, aparentemente

Posteriormente, por iransferencia pasivis de anticuerpos,
se observé abatimiento en lasobrevida e ratones adultos
al ser iramsferidos con anticuerpos anti-histoplasma,® " lo
que sugicre que la respuesta mediada por células fue
deprimida por la presencia de fos anticuctpos especilicos.
Aunque i cra cn que acldan jos anticuerpos en la
histoplasmosis no es bien conocida, e posible que la
concentracion de cllos puedijugar un papeli ummn-lulccn
la uccidn y expresidn de la resy acelulae,d

de suinteraccidn con elantigeno fouadro V). L:mlu 1cidn
6plim.l estatia repeesentada por unnivelideal detitulosde
anticuerpos, los cuales no alectan el reconoeimicnto det
antigeno parloslinfocitos Ty consceuentemente se mani-
fiesta una innunidad celularadecuada y eficiente (cuadro
V).

Otro enfoque eneste estudio serls determinar ol tipode
anticucrpo ¢ este meca y también
caracterizar un pOSIbI\. efecto anli-idinipo aunifestado
por los anticuerpos producidos durante ef proceso inlec-
cioso, fin el presente ul;,uum de nuesitws proyectos de

ibnestdn al fiodeesios plan-

teamientos,

1
1" . .
T
100 g A
'b 4
»
£ . E} contro oe cenas
)
L]
B esnuuacion conooss
OPTIMEAS O Ay,
L [0 cestnooueo cow aLtas
m«c:nrmcuon:s OE Ag.
{ DESANENGIZACION")
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« g PFO.

Figura 3, Efecta dol lrulamlonm con allas dnsls de antige-
no do cdtulas do paci U

Las célulns dn paclentos andrgicos fusron trutadas con
*tlias dogla iu antigeno (200 uy v 000 wg do prowina do
PDY an una preincubiacion inicial duraniy 6 horas a
370C en chmarn da GO Doapuds dullavado 4o fng cdlue

las 30 procedié a la astimulacion finsl con el antigeno en
dosls dpllmn, pravia astandarizacion un paciantos reacti-
vos, Si su astimul células con 60 y
100 vy do proteina de anligena «in 8l tiatamiento con
dosis ulovadu dol mismuo, 83l comu cululas v susuncia o

! {c)i tos 1an una musstrs du
6 pacinntas,

as



Inmuminnepod 261t e snleisionts

Cusdro IV
Pasibio accién rogutadora dopendionte do la
i i i6

con ol hango {Histoplasma)

Tiulosde  Accidn Aesuniado
anhicuerpos
Altos deter-  Hip

minantesantigenos  celular
del hongo bacidn.
dolos inaccusibles
a la respuusta do
linfocitos
Hojos Noalectanalreco-  nmunidad celular
i detantl-  regulada
geno pot los linfo.  mante
cius
Escasosono No exisie ninguna  Hiperfeactividad
inmbicidnpurparte  celutar
duelanicucrpo
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Figura 4. Carralactén entru la taspuesta inmune celutar y
humora! duranie ol proceso Infeccioso con Histoplagma,
Lo catular fuo par la pruvba de
hlnchuwn dul cojinete plantar el unlmul ¥ Jn rospuost
[l 1 por titutos b 8o utili tato.
nosinachos adultos dula copa singdnica DALB/¢ Q ~——0
por clento dol lncremanto dul cajinata pluntar en tatopes
inluctadas manas #) valor obtonido do 1os ratonus nor.
males, ussndo como t dosudio h
{30 ufy/0.06 il dlo protelneli O-e—=-0 por clunto dul
lnl:ruumulu llll| rasor dol cojinete plantar on retanue
findus con soluclén suling matios ol
wvitlor obiunlita an ratanus notmalos; n =g titulos ahs
luululnl |myhnu|nulullnut.lm| mulumla por ol ndiotn de
Lo du para o
ontijeno histoplaamine tua da 1 mg/ml.
(Taylue, MLy col. Manuectite en preparaciinl,
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