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RESUMEN

Se estudid la cin_ética de fagocitosis de levaduras de Histoplasma cgpsﬁl'ab.nn

' en macr6fagos mirinos sincronizando el inSculo y la ingestifn (intemalizacifn)
de levaduras a 4°C por 1 h, a fin de permitir un mejor contacto de los fagoci
tos y las levaduras, durante la fase de adherencia. La fagocitosis se llevd

a cabo a 37°C oon diferentes periodos de incubaci6n (0, 15, 30, 60 min, 3 ¥y

24 h) para determinar el tiempo de internalizacifn de las cé€lulas levadurifor
mes a los macrbfagos. El sequimiento de la fagocitosis fue realizado por mi
cxoscopia electrfnica de transmisifn y de barrido en una linea celular de macrf
fagos {J774.2), asi cam por la determinacifn del mecanismo oxidativo por quimig
luminiscencia, en macrffagos peritoneales de ratones BAILB/c. Se utilizb

Myocbacterium tuberculosis camo microorganismo de referencia.

1a fagocitosis de H. capsulatum fue retardada en camparacitn con la del
bacilo tuberculoso y los mac:rﬁfagos {(J774.2} internalizaron levaduras en un
tiampo aproximado de 15-30 minutos. Mientras H. capsulatum fue observado en el .
interior  del macr6fago solamente.a:partir.:de los 15 min:de fagocitosis, .-,

M. tuberculosis fue chservado desde los 0-5 mimutos. Ademfs, a los 60 min afin
se encontraron levaduras adheridas,_ siendo .que. los_macrSfagos infectados con.

M. tuberculosis presentaron-dafio-y muerte -celular.- Estos resultados apoyan - las

diferencias en la :i.nt:emalizaciﬁn de ambos microorganismos.

La t&cnica’ de quimioliminiscencia no fue Gtil para.detérminar.el tiempo.de in I..
ternalizacifn del hongo, en virtud de que H. capsulatum inhibe el estallido
respiratorio, mientras que los testigos de zimosano y M. tuberculosis estim

larcon el mecanismo oxidative de los macr6fagos.



INTRODUCCION 2

Histoplasma capsulatum, el agente etiocldgico de la micosis

profunda llamada histoplasmosis americana, es un pardsito intra
celular con gran afinidad por el sistema fagocitico mononuclear.
Presenta la caracteristica de ser un hongo dimérfigo gue crece a
temperatura ambiente en la naturaleza en forma de micelio. Posee
dos tipos de esporas: las macroconidias tuberculadas (8-19 um de
difmetro} y las microconidias (2-4 uam de diametro). Estas esporas
son la forma infectante del honge gue, por v;a respiratoria, pene
tran al husped, se transforman en levaduras y sobreviven como
patbégeno intracelular dentro del macrdfago [1,2].

La ubicacibn geografica de la histoplasmosis en el continen
te americano abarca desde los Estados Unidos hasta Sudamerica
[1,2}. En México, se han identificado casos de esta enfermedad
en toda 1la repﬁblica, cobrando mayor importancia en nuestro pa;s
por la-alta tasa de letalidad descrita para la fase pulmonar pri

maria. Esto puede ser débido a su frecuente adquisici6n en recin

tos cerrados como minas aband;naéas, donde-se presénéan iaétééé l
diciones optimas para el desarrclle de H. capsulatum, come son

la humedad, el calor y los nutrientes presentes en el guano del
mirci€lago que es rico en fosfatos y productos nitrogenados;.

La histoplasmosis se encuentra principalmente en zonas mi
neras productoras de oro y plata“debido a gque muchas minas. son
abiertas periddicamente a la explotacibn con el descubrimiento
de nuevas vetas, originando brotes epidémicos que afectan fun
damentalmente al Erabajador minero [3,4]}.

Segfin la clasificacibn clinica de la histoplasmosis reali

zada por Gonz8lez Ochoa y modificada por Velasco Castrejon {5},

(L



sc reconocen tres fases de la enfermedad: 1) La primaria sinto-

mética_presenta tres formas clinicas: la leve, la moderada y la
grave, La leve simula un ataque gripal, con malestar general,
cefalea, dolores musculares y &secos, febricula, sudoracibn, se
rologia positiva d&bil; desaparccen las molestias de una a
dos scmanas. La modecrada presenta remisiones y se desarrolla con
fiebre y signos respiratorios discretos, tos scca, disnea leve,
gstertores hiimedos y pequeias drcas de submatidei; contrasta

la pobreza del cuadro respiratorio con las acentuadas sombras
pulmenares observadas desde los primeros dfas de la infeceibng
ademds, presenta scrologia positiva intensa y ¢l proceso termina
de tres a cuatro semanas, continuando el enfermo con sensacibn
de debilidad por un tiempo variable. La grave,ceon ficbre alta,
escalofrios, sudoracidn profusa, cefaleca, deolores musculares ¥y
6scos, debilidad, asi como profundo decaimiento; y del cuadro res
piratorio, lo mas ylémativo,es una disneca sumamente acentuada;
presenta - toda clase de ruidos respiratorios, lesiones ?avitg
rias o tumorales encapsuladas, scrologia positiva muy alta y
cuando hay recuperacifn,. la sintomatologia desaparece después de
uno o des meses, pero el alivieo va seguido de una c¢onvalecencia

prolongada. 2} La scgunda fase es la xresidual de la fase primaria

donde encontramos lesiones cavitarias o tumorales encapsuladas,
sintomatologia respiratoria minima y serologfa negativa o posi ..

tiva débil. 3) La Gltima fase es la.de reinfeccién endBgena que pre

senta dos formas clinicas: la aguda y la crénica. En la aguda

se observa un cuadro respiratorio febril agudo, hepato y espleng

megalia, adenopatias, diarrea, serologia positiva intensa, sien
| : :

do mort?l a corto plazo. En la crdnica hay un cuadro respiratorio
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similar al de 1la tuberculosis, fiebre moderada y cuando disemina
se encuentran: adenopatias, hepato y esplenomegalia, lesiones en-
mucosas, especialmente en faringe y cavidad oral. Rormalmente la
infeccifn cursa en una forma benigna lo que indica que el hués
ped es capaz de resolverla [6]. Sin embargo, en los casos én

gque la infeccibn progresa, la sobrevida del hongo en los macrb
fagos es un factor importante en el desarrollc de la enfermedad.
La persistencia y multiplicacibn del hongo en los fagocitos se
debe a que los mecanismos fungicidas para destruirlo presentan
una alteracibn, ya sea por fallas propias del fagocito, o bien
pordgue la respuesta inmune no promueve una activacitn adecuada: de
los macrSfagos, capaz de llevar a cabo la eliminacitn del pard
sito. Adem&s, se plantea que este hongo puede contar con mecanis
mos de escape a la muerte intramacrofigica {7,8], los cuales po
drian facilitar su persistencia y diseminaci6n en el huésped.

Se sabe que las infecciones intracelulares, estimulan en
sujetos suceptibles un respuesta inmune preferentemente celular.
Esta respuesta, dada por la participacidn de diferentes subpobla
ciones de linfocitos T con distintas funciones, esti caracteriza
da por una amplia variedad de actividades biol6gicas, dirigidas
por mediadores denominados linfocinas, que tienen accibn princi
pal schre los macrSfagos, Siendo el macrdfago el que determina el
destino final de la infeccibn histoplasmosa y la fagocitosis la
actividad mﬁs relevante en el binomic macrﬁfagofhongo, es conve
niente destacar algunos conceptos del proceso fagocitico.

.8e utiliza el término genérico endocitosis para definir el
proceso por el cual algunas cé&lulas son capaces de ingerir macro

molé&culas o particulas, las cuales son encerradas en una porcién



de la membrana plasmgtica, seguida de invaginaciﬁn y posterior
formacién de una vesfcula intracelular gue contiene el material
- ingerido [9]. Dos t&rminos se han distinguide para caracterizar
la actividad de ingestifn, segfin el tamafio de la vesfcula forma
da. o segfin él tamafio del material a ser ingerido. El primero es
la pinocitosis, due implica la ingestién de liquidos o moléculas
solubles de tamafic menor a 0.5 pm, por vfa de peguefias vesiculas.
El segundo es la fagocitosis, que corresponde a la ingestifn de
particulas mayores que 0.5 ym, como microorganismos o c&lulas
dafiadas, por medio de la formacifn de vesiculas grandes llamadas
vacuolas. Sin embargo, el tamafio preciso del material, gque defi
ne la utiiizacién de ambos t&rminos, no esti bien caracterizado

¥,ademis, cambia con el tipo de c&lula .fagocitica. .Los macrbSfagos. .

H
Poseen una gran: capacidad para ingerir tanto particulas que va
rian encrmemente en su tamafio, como moléculas solubles, las cua
les son ingeridas a través de receptores, mientras que los poli
morfonucleares presentan una menor capacidad de ingestifn rela
ciconada al tamafioddel material.ingeride.{10]. Sinvembargq;eLAtég‘_
mino fagocitosis sigue siendo empleado por varios autores para
denominar al fenSmeno mediante el cual .una partfcula es:ingerida,
digerida y,finalmente,sus productos de digestifn exocitados. Ac
tualmente,.;existe :1la:tendencia‘para:denominar. fagocitosisal.pro. .
ceso de ingestibn (también llamado internalizaciﬁn}, separando

los eventos posteriores del procesamiento del material fagocita
dowen-las.etépas.subse:uentes_de,fusién;fagosoma:lisosoma;"digeg_:
tién 'y exocitosis, :.

El:térmMino.endocitosis tambifn’ha-sido empleado:en:diferen

tes circunstancias y muchos especialistas lo utilizan para defi



nir la ingestién de molé&culas solubles a través de receptores
especificos y se denominan "endocitosis mediada por receptores",
'que corresponden al t&rmino usado por otros autores de "pinocito
sis mediada por receptores" [9,10]. En la Fagocitosis, conceptua
lizada como ingestibn de particulas, se distinguen dos fases. La
primera es la adherencia y comprende una serie de interacciones
especfficas ¥y no especificas, de la particula con la superficie
externa de la membrana plasméitica del fagocito. Es un proceso pa
sivo de tipo uni®n receptor-ligando gue no requiere de energia.
La.segunda comprende.la.internalizaci®n. de.la particula.. Se rea _.
liza:. a. través de la fusidn de la membrana plasmitica de la célu
la fagocfitica gue rodea la particula, con la consecuente forma:
cibn de la vacuola fagocftica o fagosoma:. -Este es un proceso ac
tivo, . dependiente de temperatura y con alto gasto energético [11].
La fase de internalizacién de la fagocitosis, se realiza a través
de receptores. Para los'macrﬁfagos se han determinadc los siguien
tes: "1l.- Receptores para la porciﬁn Fc de varias subclases’'de
inmunoglobulina -+ G; 2.—- Receptores-:para fragmentos:del complemen..
to; 3.- Receptores para glicoconjugados con  residuos terminales

de manosa y/o fucosa; d.é.Receptorésrpara"fiErOnectinaf"lactofE“‘
rrina, o©O{=2-macroglobulina; 5-.- Recepfores gue median la inges
tiﬁnﬁaeéparticdras'inértesrscoho'por'ejemploilas de “latex--(11) na: -
interaccifin ligando-receptor se lleva a cabo mediante -un meca-
nismo semejante a una cremallera; en una poercitn localizada en
lalmemhraua:?lasmﬁtmcécdedtal?manena{que:loé&receptaresrdel'¢-
macréquocse?vannuniéndO;h Las:molﬁdﬁlagrcomplementariaSFdeIol
ligandod({particula io motécula isoluble) chasta rodearla .por comple:«

to, formindose la vesfcula endocftica. Un.paso similar entre fa



gocitosis 'y .endocitosis (pinociteosis) mediada por receptores es
el ensamblaje de una proteina fibrosa de 180,000 daltones llama

. da clatrina, que junto con un polip&ptido pequeio de 35,000 dal
tones forman una cobertura sobre 1as_vesiculas endociticas [9,11].
En el caso de pequefias vesiculas endociticas, la clatrina juega
un papel directo en la formaci®n de la vesicula, mientras que en
la ves;cula fagocitica se planteaba gque la clatrina no jugaba un
papel importante; sin embargo, Aggeler y Werb [11), han demos
trado aque la mitad de los fagosomas observados despu&s de un bre

ve periodo de fagocitosis, presentaban dreas asociadas a la cla

trina. Aungue no esta bién definido el papel de la clatrina en la
fagocitosis, se cree gue esta proteina participa probablemente en

el reciclaje r&pido de los receptores involucrados en la interna

lizaciﬁn de la part;culaﬁa la membrana plasmatica.

Cuando la particula ha sido internalizada y se ha formado el
fagosoma, ocurre una serie de eventos encaminados a digerirla.
Inicialmente se presenta la acidificaci6n del fagosocma [12]7 pos

~teriormente, 8ste es dirigido al centro de'la cé&lula donde se fu _
siona con liscsomas-primarios, inicifndose asf el proceso de 1la
digeétiﬁn. Lo

Los mecanismos mediante los cuales los macr&fagos digieren

PR --¥ eliminan a las particulas o microorganismos, operan de_dos ma
neras separadas durante el proceso fagocitico: una,dependiente y
otra,independiente de oxigeno.

El mecanismo mlchbICIda dependlente del oxigeno parece ser ~

J..'!-w.n..—..',: - Pode Dl . AT e LoSianio- . ios .
i > PR

"*-e1~de mayor importancia,. en_ los macrGfagos. (13 ;4,15).,ﬂ”,;; e T e g g

La mayoria de lOb macréfagos,_a excepcxén de 105 alveolares,

utilizan la glicSlisis anaerSbica como fuente de energia. En esta



via los carbohidratos son convertideos a ﬁcido lﬁctico Yy no hay
consumo de oxigeno. Durante y después de la fagocitosis, los fa
gocitos empiezan a consumir oxigeno, cuando cambian su via de me
tabolismo de carbohidratos por otra gue produce gran cantidad de
energia como es la via del monofosfago de hexosa. Los fagocitos
pueden incrementar su consumo de oxigeno cerca de cien veces cuan
do son estimulados por la fagocitosis. La enzima NADPH-oxidasa, .,
intimamente relacionada a esta via, puede estar asociada fisica
mente con receptores quimiocatrayentes, complejos immunes, lecti
nas y adyuvantes que estimulan la via oxidativa del metabolismo
del oxigeno de los fagocitos.

La NADPH-oxidasa reduce al oxigeno del medio (0O3) a radical
superﬁxido {*0%), adicionando un electrfn. Este anibn superbxido -
lleva una carga negativa y tiene un electrﬁn no apareado gue lo
vuelve mﬁs reactivo. El anibn superbxido por si solo es poco toxd
co, pero facilmente se convierte en otros derivados de oxigeno de
alta letalidad. La enzima superbxido dismutasa (SOD) atrapa radi
cales superdxido y a trav§5”de la adicitn de protones-de hidrbge
no produce perdxido de hidrégeno (Hzoz) y oxigeno finico o single
te‘de'ox;génO'(loéT.f

El ox;geno ﬁnico tiene el ﬁismo nlimeroc de electrones gque el
ox;géno normal, ‘pero -los elec¢trones mo apareados rotan ‘en direc -
ciones opuestas, uno.con relacifn al otro. El.oxigeno:finico:es.un
estado excitado deoxigeno oon alta enerfia y puede disipar su exceso de-
energ_ia_': porla 'anisiﬁm de cfotones«{16]}.51La rliberaciﬁn fde iuz es unara
cakacteristicauimporhantétdeﬂlosufagocitdé"EStimuladoﬁcc_

Elffenpmenordeﬁominadofquimioluminisdenciaﬁprqviene:deﬁlasma

especies excitadas de oxigeno, principalmente del oxigeno finico,



Otra forma t&xica del oxigeno es el producido dentro de los fago

citos cuando el H202 reacciona con los radicales superfxido en

preseﬁcia de fierro, dando oxigeno, i6n hidroxilo {(OH7) y el radi
cal hidroxilo ("OH},

Ei radical hidroxilo es el m&s potente oxidante gue se pro
duce en los sistemas biol6gicos y se considera como un participan
te importante en la muerte intrafagocitica. o

En los granulocitos (polimorfonucleares, eosin6filos y basd
filos) la toxicidad de los metabolitos reactivos de oxigenc aumen
ta considerablemente por la participacitn de 1la enzima mielogg_;
roxidasa que cataliza la reaccién de H,0, e i6n cloro (CI7) a ibn
hipoélorito {(OC17), el cual es un poderoso agente microbicida y
ademfs es precursor de las cleraminas. que son un grupc de halb
genos oxidados con accién t6xica (14).

Aungue los macrb6fagos no tiemen mieloperoxidasa, se cree que
la catalasa puede actuar de manera similar y,posiblemente,éstos
utilicen peroxidasa proveniente de granulocitos para intensificar
T suéacciﬁn microbicida [13,15].

Los mecanismos independientes de oxigeno han sido menos es .
tudiados como sen: la accidn de la iactoferrina, protefnas catib
nicas, enzimas 1iticas lisosomales como la lisozima, las hidrela
sas Scidas y neutras [13,15].

Los par&sitos:intracglu@a;es han desarrollado mecanismos que

los permiten escapar de la destruccifbn en diferentes etapas del

[P o

o K IE T
FETL __xereia, inhibir la. fusibn_ fagosoma-lisosoma, escapar del fagoli .

roceso fagocitico:,ya,sea‘por,%mpedir su. reconocimiento y adhe
. T L I e T P e ST TS T L S =

sosoma, desarrollar resistencia a la accifn de enzimas liticas, . |

i .
escapar al efecto letal de-las especies oxigeno tfxicas a través de la
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inhibicibn de la producci6tn de metabolitos reactivos de oxigeno,
la neutralizacitn de sus efectos t6xicos o la prevencidn de la
"interaccidbn del parfsito con los metabolitos tbxicos [17].'-

En el caso de H. capsulatum, se han planteado algunes de
estos mecanismos. Dummont y Robert [8], por microscopia electfﬁ
nica observaron que a loes 5 y 30 min después de la infeccifn in
vivo-con-H. ‘capsulatum:se videntificaron.fusiones. fagoblisdsomales...
S5in embargo, a medida que avanzaba el tiempo de infeccibn, las
fusiones disminuian. Determinaron dos tipos de vacuolas, unas <3
rentes de fosfatasa &cida, 1o gue indicaba ausencia de fusitn fa
golisosomal y otras gue contenian esta enzlma, las cuales se en
contraban en los tiempos mis largos de la infeccifn. La observa
cifn de estas (iltimas vacuclas les permiti6é proponer gue la enzi
ma provenia de macrSfagos purasitados que fueron fagocitados
por otros macrdfagos, hecho gque pone en duda la fusi6n fagoliso
somal de vacuolas conteniendo el hongo, ya gque el marcador lisoso
mal-«fosfatasa -Gcidd ;' ~se presentaba :en ~wvacuolas ‘quercontenian -reges
tos de macr&fagos parasitados. Esto sugiére que el hongo pudiera
inhibir'la‘fusiﬁn“fagolisdsomal'para‘escapar-de-su-destruccién
intracelular. Sin embargo, otros autores encontraron unifn fago
_lisosomal-en maéréfagos~infectados con-Histoplasma [18,19]. Por
eﬁemplo. Patifio et al. {19]) observaron por inmunocitoguimica, des
pués de 6 h de fagocitosis, un antigeno-de -pared--de ‘H. capsulatum -—
el cual parecia estar asociado a la membrana de los Efagolisosomas.
Estosuresultadoémteﬁlejan.circuustancias“ncaaiaﬂalesuaefla‘relg‘_
cifn hué€sped/parisito ya gue al utilizar una dosis muy baja de

infeccitn, se puede.encontrar fusiones mis.:ficilmente.. .
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En nuestro laboratorio se ha cbservado gue el indice de fg
sitn fagosoma-lisosoma disminuye a medida gue aumenta la dosis y
el tiempo de infecci®tn {7]. Con base en estos hallazgos se ha plan
.teado que la inhibicifn de la fusibn fagosoma-lisosoma puede darse,
.pero no es un factor primarioc para la sobrevid; dé H. capsulatum
dentro de los macrbfagos [(71].

Se sabe gque existen variaciones en el comportamiento antifGrdgico--
de los macrbfagos, dependiendo de su procedencia: animales normac
les o infectados; diferentes especies; distintas localizaciones
{(alveoclares, peritoneales, circulantes, medula 5523, etc.). Bxtractos:
lisosomales de macrb6fagos alveolares de conejo son'capaces de inhi
bir el crecimiento y la sintesis de proteinas del hongo. Se pro::
pone gue este efecto involucra la inhibiciﬁn selectiva del trans

‘porte de aminoficidos a través de la membrana de la cé€lula flingica,
debido a alteraciones en la permeasa general y en las permeasas
especificas de variﬂs‘amincécidOSu{ZQlu;.

Cbservaciones in vitro han-demostrado.que.los macr&fddos-por -
si solos no matan a H. caésulatum, pero cuando se afaden linfoci
tos.de.ratones inmunizados; :-linfocinas o bien interfer6n:gamma, a.
los cultivos celulares de macrbfagos, éstos son capaces de reducir
el crecimiento intracelular del hongo [21,22,23,24,25]). Resultados
experimentales in vivo indican gue la multiplicacifn del hongo en
el estado parasitarioc ocurre en el ratﬁn a partir de las 2 prime
ras semanas después de la infeccién {25]1. se plantea gue las cg&
lulas levaduriformes de . Histoplasma-son rﬁpidamentetfagucitadas==-
por.macréfagos-alveoiares;127;28]. Sin -embargo, Kimberlin et.al...

[29], proponen gue los macrb&fagos alveolares de.ratbn fagocitan
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microconidias de 3 a 5 pm y pequefias particulas de hifa de 3 a 10
am  a una velocidad similar a la gue fagocitan c&lulas levadurifor
‘mes. Estos autores observan gque la fagocitosis de levaduras, espo
ras y fragmentos hifales comienza de 4 a € h despu@s de la infwn:
cibén de los macrSfagos. Esta aseveracibdn sobre el tiempo e fiweiy ..
tidn del hongo no ésté confirmada experimentalmente. No oiiunte,
los resultados obtenidos con cflulas levaduriformes de Histoplasma
en nuestro laboratorioc, sudgieren que el honge requiere de un tiem
po de ingesti®n (internalizacibn) mas prolongado. Esta afirmacibn
se tundamenta en una cinética de infeccibfn de macréfagos peritonea
les de ratbn observada por microscopia fotbnica y con el m&todo de
marcaje del patfigeno con isotiocianato de fluoresceina en microsco
pia de fluorescencia, determinande tanto la dosis Optima de infec
cién resclutiva como las diferencias gque existen en el tiempo de

internalizacibn comparado con.otro par@sito intracelular {[30].

ol e .PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

.- e b s da S ket e res ow

Por falta de informacibn sobre la interacci6fn hué&s
ped/parésito gque ocurre dentro y en la superficie de las ctlulas
fagociticas y tomando-en cuenta gue los estudios sobre la inter
_nalizaqiﬁn del hongo por fagocitos, no estin dirigidos a aclarar
su cinética de infeccifn intracelular, en ei-preseAte trabajo

se han empleado t&cnicas finas y de mayor resolucibn, para seguir
la internalizacifn de Histoplasma, utilizando diferentes inbculos
del hongo y .comparando la fagocitosis de éste, con otro parfsito

intracelular, el Mycobacterium tuberculosis, con el fin de deter

minar el tiempo de entrada de levaduras de Histoplasma a macr6fa

gos no activados (ver esguemas 1 y 2).
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HIPOTESIS

La internalizacitn de H. capsulatum en macr&fagos no acti

vados requiere mas -tiempo -gque -la de-M. tuberculosis.:

OBJETIVOS

'

I. - Determinar el tiempo de internalizaci®n de H. capsulatum,

en condiciones de dosis resolutiva y no resolutiva de la

infeccibn in vitro.

.II.: Comparar la cintica de infeccifn entre H. capsulatum y

M. tuberculosis:(organismo de referencia) .-

IIT. Observar el tiempo de eliminacitn del hongo.
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MATERIALES Y METODOS

-MICROORGANISMOS .~ La cepa EH-46 de H. capsulatum se obtuvo del

cepario del Departamento de Ecologfa Humana, Facultad de Medicina,

UNAM, Se mantuvo en fase levaduriforme a 37°C en medio de infusidn

cerebro corazbn (Biox6n,Mex.) suplementado con 1% de glucosa,
0.1 % de hidrocloruro de L-cisteina y 25 _ug de gentamicina

(Scheramex ) . La cepa H3,R  de M tuberculosis, donada por el Dr.

Jesus Casasola del Instituto Nacional de Pediatria, se cultivd

a 37°C en medio Proskawer-Beck modificado por Youmans (PBY).

REACTIVOS.- Todos los reactivos empleados salvo los que se espe

cifican, procedieron de los laboratorios Merck de México, S5.A.

MEDIOS Y SOLUCIONES.- Para la descripcifn de los medios y solu
ciones utilizados, fer apéndice.
CﬁLUL‘Se:gﬁg;ugi;ig§ la 1§nea celular de macr6fagos J774.2 gque

1w =ca ol :
es una clona derivada de una linea original obtenida de un re

tfculosarcoma de ratones BALB/c [31,32] y donada por el Dr.

Federico Goodsaid del Instituto de Investigaciones Biomé&dicas,
[ N "

UNAM. Las c&lulas fueron mantenidas en medio de Eagle modificado

por Dulbecco (MEMD) (Microlab, Hex.) a 37°C en una at:mfisfera de 5.%
de CO,. El medio fue enriguecido con 10 % de suero fetal de ter
neéa (In Vitro S.A.,Méx.] inactivado por calor a 56°C, 30 min,
3.5 g/l de glucosa, 3.7 g/l de bicarbonato de sodio, 1 % de
L-glutamina {Microlab), 100 pg/ml de estreptomicina (Lakeside)
Yy 100 U/ml de peniciiina (Lakeside). La viabilidad de los macréd
fagos fue determinada por la-tgcnica de exclusiﬁn con azul tri

. .

Pano.,::
i
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Como otra fuente de macrdfagos, se utilizaron c€lulas peri
toneales de ratones BALB/c mantenidas en las mismas condiciones

que la linea celular de macr&fagos.

OBTENéIaN DE MACRBFAGOS PERITONEALES DE RATSN.- Ratones machos

de 4 meses de edad de la cepa singénica BALB/& fueron descere
brados para proceder a la extraccifén de la c&lulas peritoneales.
Estas fueron cosechadas por lavados sucesivos introduciendo 5 ml
de soluciﬁn balanceada de sales (SBS) pH 7.0 en el pefitoneo del
animal. Las cElulas obtenidas se lavaron dos veces con SBS, se re
suspendieron en medio de cultivo MEMD suplementado ¥y se incubaron
en botellas de cultivo (NUNC) a 37°C con 5 ¥ de COp; durante 2 @»
para separar las cé&lulas adherentes de las no adherentes. Despu#s
de eliminar las c&lulas no adherentes, se incubaron las células
adheridas o macrofagos, por 12-24 horas. Se desprendieron los macrd
fagos de las botellas de cultivo por agitacifn mecfnica y se deter
min6 la vidbilidad*pox la técnica de azul tripanoc. Por Gltimo, se

ajustaron a 1 x 10E células/ml de MEMD, previo a su utilizaci®n.-

PREPARACION DEL IN6bUL0.7 Los microorganismos cultivados en sus
respectivos medios fuefoﬂ cosechados en fase logaritmica de cfé
cimiento, por cenéringaciﬁn, lavados en amortiguador salino de
fosfates (ASF) 0.2 M pH 7.2, mezclados y resuspendidos en medio
de MEMD para su cuantificaci@n en la regiﬁn W de la cﬁmara de
Neubauer. Finalmente fueron ajustades a las dosis de ihfeccién,
utilizando 5 X 10° c&lulas/ml de MEMD {dosis paja) y 5 X 107 c&
lulas/ml de MEMD {dosis alta). Al momento de la aplicacifn de ca
da inb6culo en la monocapa de macr8fagos, se tomaron alicuotas

para ser sembradas en los medios correspondientes y corroborar la

viabilidad y morfologia de cada microorganismo.
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FAGOCITOSIS.~ 1.- Para microscopia electrbnica.- Los cultivos

celulares de macr6fagos J774.2 se procesaron en tubos de vidrio
que contenian en su fondo planco una lenteja de vidrio de 13 mm

de aiémetro, sobre el cual se anadif 1 ml de una suspencibn de

1 x 106 macrb6fagos/ml -de MEMD. Se incubaron por 24 h a 37°C en
una atmbésfera de 5 % de CO,. Después se eliminaron las c&lulas

no adheridas por aspiracifn del medic y se procedif6 a la infec
cibn. Se agreg§ a los tubeos, 1 ml del inbculo del microorganismo
preparado en MEMD, segﬁn las dosis menciconadas previamente, que
dando una relacibn paf;sito/macréfago de 5:1 para la dosis baja

Y 50:1 para la dosis alta. Para sincronizar el inGculo y la adhe
rencia del microorganismo, la infeceifn se realizb a 4°C por 1
hora. Después:de.la\sincronizaciﬁn;.se.lavaron.los tubos para-eli
minar los microorganismos no adheridos y se dejo-que procediera
la internalizaciﬁn incubande a 37°C, durante diferentes tiempos:
0, 5, 15, 30, 60 min, 3 y 24 horas. Se realizaron 3 experimgntos
por dosis .de.microorganismos:y de.cada.experimento. .se :tomaron.du..
plicadOS'simultaneos para -examen porX microscopia.de transmisibn -
¥ barride. Como testigo de no infececibn se procesaron macrbfagos
sin -infectar. -

2.- Para guimioluminiscencia,- Se realizaron los experimentos de

quimioluminiscencia -fundamentalmente -en macréfagos-peritoneales
de ratﬁn. Una vez obtenidas estas c&lulas, se cultivaron en via
les de vidrio de 20 ml de capacidad que contenién una suspencién -
de 1 X% 109.células/ml“da MEMD . suplementado...Se incubaron 2 h a
37%C efi una ratm6sfera decS: % decCO,0i-Se Yprocedif id la lfagocitosisis

utilizando diferentes partfculass . 1) :Levaduras de:H.: capsulatumu;
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en relacibn 50:1; 2) Bacilo tuberculoso en relaci6bn 50:1; 3} Zi
mosane (Sigma) 10 mg/ml de MEMD. Después de la adicibn de las
'diférentes particulas a cada monocapa de macr&fagos, se procedib
a la sincronizacifn de la adherencia por 1 h a 4°C y se permitid
la fégocitosis a 37°C, determinando el estallido réspiratorio por
quimioluminiscencia a tiempo cero (testigeo) y 15 min de fagocito
sis.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.- Los macrbfagos adheridos

a lentejas de vidrio, fueron inicialmente fijados en 2 % de gluta

raldehido [33] por 1 h y posteriormente con una mezcla de tetrbxi

do de osmic al 2 % en amortiguador de cacodilatos 0.2 M pH 7.4 en

proporcif&n 1:1 por 15 minutos. La deshidratacidn se realizf con

etanol en concentraciones crecientes de 70, 80, 30 y 100 %. En la

preinclusifn las muestras se pasaron a diferentes proporciones de
6xido de propileno~epon, hasta epon puro, La inclusidn se realizd

en EPON 812 en c8psula Beem a 60 °C por 24 h [34]. Se colocH la

lenteja con las c&lulas sobre una c&psula, previamentemllena;hég"

£a el borde con epon, gquedando en contacto los macrffagos con la
resina. Una vez polimerizada la resina a 690 °C, se separd la len
teja de la clpsula, sumergi&ndeola en nitr&geno liguido a -173 *°C
por 1.minuto. Se hicieron cortes finos contrast&ndolos con citra
to de plomo y acetato de uranilo. Para la observacién se utiliz

un microscopio electrbnico de transmisifn ZEISS (EM-10 C) a 60
v,

MICkOSCGPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.~ LOS macréfagos fijados en
| !‘ f I’ru‘;'- . T +

SURENE 7 N sz odde 200 e COL.

2 % de glutaraldehido por 1 h [33], fueron lavados en amcrtlgua

dor de cacodllatos 0.1 MpH 7.4 ¥ ‘se deshidrataron en etanol a
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diferentes concentraciones (50, 70, 8C¢, 90 y 100 %) durante 10
minutos en cada alcohel,  continuando la deshidratacifn en un de
secador de punto critico (Polaron) con bifxido de carbono como
lfquido de sustitucibn, Las lentejas se montaron en cilindros
de bronce éeg&naolas con pintura de plata,.después se cubrieron
con oro en un ionizador de oro (Polaron 11 HD) a 2.4 KV por 7
minutos [35). Finalmente, las muestras fueron observadas en un

microscopio electrénico de barride JEOL (JSM 35 C} con una ace

leracibn de 15 KV.

QUIMIOLUMINISCENCIA.- Para esta prueba las muestras se procesaron
por duplicado y la determinacibdn de la quimioluminiscencié se
llev6 a cabo a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad,
colocando "en cada wvial 1 ml de luminol (5 ‘amino-2,3 dehidro-1,4
ftaiacinediona) {Eastman Kodak Co. USA} [36]. Este reactivo

se uti%@za como amplificadér de la respuesta de guimicluminig
cencia, ya que cuando es oxidade por alguna especie reactiva de.
ox;geno:generadatdurantenelcestallidoxrespiratbrio;iprqduce¢unqn
anibn aminoftalato excitado. que al regresar.a su estado basal emi
te fotones. .Los .fotones..liberados durante.la reaccifn ‘de quimig
luminiscencia son captados por ‘un‘contador -de - centelleo-(Beckman --
L5-7500). que estd disefiado para percibir la emisibn de particu
las beta de radionucleptidos Y posee ademfs, dos tubos fotomulti
plidadoraquuencaptan:foﬁbnes#sLasnlecturaswse:exprgsancenucmpmmmnh

a intervalos de 1 min, leyé&ndose la guimioluminiscencia de 1 a 9

-

 rninutos. =



P -

19
RESULTADOS

DESCRIPCION DE LOS EVENTOS FAGOCITICOS.- Los resultados de los

experimentos con microscopia electrbnica de la fagocitosis de

H. capsulatum y M. tuberculosis, mostraron diferencias en’ la . in
ternalizacifin de ambos microorganismos segln los distintos tiem

pos de fagocitosis.

MICROSCOPIA DE BARRIDO.- Este tipo de té&cnica permite la obser
vacifn de lo ocurrido en la superficie de las c&lulas fagociti®
cas y por ende la identificaci6n de la presencia del pardsito

fuera del fagocito. .

En la infeccibn con H. capsulatum para los tiempos de 0-5 min

-de fagocitosis se encontraron macr&6fagos con pocos pseudbpodos

Y una cantidad variable de levaduras de Histoplasma adheridas
a &stos. Esta observacifn fue vAlida tanto en la relacibn pard
sito/macr6fago de 5:1 como en la de 50:1 (Fig. la,b). Por esta

técnica no fue posible observar M. tuberculoSls adherldo, por

e B

lo gque la ausencia de bac1los en el exterlor de la célula fago
citica, desde los tiempos cortos de 0-5 min, sugiere su r&pida
internalizaci®bn. Los resultados obtenldos en, transmlslén apoyan
esta aseveracién

De los 15;30 min de fagocitosis, en las muestras con H. capsulatum,
se encontraron muchas levaduras adheridas previo a la internali
zacitn (Fig. 2a, b} yilos Aacrﬁfagos éé-p?géénggﬁé;;hégriézggz .

géneos en su morfologia, algunos con depresiocnes membranales en

el ATy

SERETT

"la superficie, lo gue sugiere huellas de endocitosis de la par

ticula fGngica (Fig. 2c) .. En la infeccifn con M. tuberculosis,

al igual de lo sefialado anteriormente, no se obsexrvb el bacilo

i s e b e st = o e o e 8 rmin m A
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fuera del fagocito, pero se encontraron un gran niimero de macrf
fagos dafiados, con las dos.dosis de microorganismos utilizadas;
‘algunos macrbfagos presentaban deformaciones a semejanza de per
foraciones en su superficie (Fig. 3), lo gue indica un proceso
destructivo.

A los 60 min de infeccibn con H. capsulatum todavia se ob
servaron células ffingicas adheridas al macr6fago (Fig. 4a). A

partir de este tiempo, en las muestras infectadas con M. tuberculosis

se apreciaron escasos macrffagos a causa probablemente de su muer
te y consiguiente desprendimiento celular.

A las 3 h de infeccibn corr H., capsulatum, Se encontraron po

cas levaduras adheridas al macr&fago (Fig. 4b) mientras que en el
tiempo mfis largo de 24 h con relacifn 50:1, no se cbservaron macrSfagos en .
ninguna de las preparaciones. Por el contrario, en las muestras
de la relacifn 5:1 se encontraron muchos fagocitos con campos 1i
bres de levaduras, observindese que estos macr6fagos volvieron a
adoptar su morfologia original iy una:mayor chomogeneidad:aen - sussy-.u
pexficie (Fig. 4c).
MICROSCOPIA .DE TRANSMISION.- .Esta t&cnica,.a-diferencia:de:la de
barrido, -permite’la‘observacitn del ~parasitc-intracelularmente; -
asi como de las estructuras celulares ca.racter_isticas tanto de la
célila huésped como del parfisito. Ademis; proporciona-informacibn
sobre.los diferentes pasos del procesco. fagocftico. .

Los resultédOS"obtenidoS’por-transmisiﬁn=revelaron‘que7-en-*

la.fagocitosis de :0-5 min.con:H..capsulatum.ne.se:observaran.le

vaduras intramacrofdgicas:mientras que:para:M. ituberculosis,;s,
el parfisito- fu€ internalizZado ‘durante:este<tiempo.;rpresentandose 5=

cortado en diferentes planos en el interior de varios fagoscomas
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(Fig. 5). En la fagocitosis de 15-30 min con H. capsulatum, uti
lizandeo las diferentes dosis, fue posible identificar levaduras
adheridas (Fig. 6a), asf como dentro del macr&facc en las proxi
midades de la membrana macrofdgica, adem&s de una actividad au-
mentada del macrbfago, representada por mayor presencia de pseu

dépodos (Fig. 6b). En la fagocitosis de M. tuberculosis se obser

v6 un mayor nfimexro de pseudSpodos, presentindose el microorganis

mo dentro de vesiculas fagocfticas (Fig. 7).

Para H. capsulatum, a los 60 min, se encontraron més leva-
duras dentro del citoplasma del macr6faco, ubicadas en diferen-
tes fagosomas, continuande la actividad macroféaica (Fig. 8},

mientras que para M. tuberculosis en la mayoria de los experimen

tos no se obtuvieron muestras suficientes a partir de este tiem-
pPo, debido a gque los macréfagos se desprendieron por vosible

muerte celular.

En los tiempos largos de 3 y 24 h de fagocitosis de Efcaggulatum

con la relaci®n 50:1 no se encontraron macrG6fagos, mientras gue

en las preparaciones gque contenian la relacifn 5:1, los macréﬁa—
éos,-se presentaron en nGmero inferior al que-se ha#Ié_qpsg;Qé@q )
para el mismo tiempo con la técnica de barrido. Por el contrario,
los tegtigos de macréfagos no infectados permaneciercon unidos a.

las lentejas cuande fueron sometidos a los dos tipos de tratamien

to ‘para microscopia electrfnica.
?U;MIOLUMINISCENCIA.— Come una medida cuantificable de evidenc}apr,_;_f
de ninternalizacifbn de los microorganismos.estudiados:se procedif - : wf
a la utilizaci6n de la t&cnica de quimioluminiscencia, la cual-es:

un método sensible gue puede revelar la presencia de microorganis

.
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mos internalizados por la induccibdn del disparo del mecanismo
oxidativo del fagocito, el cual lleva a la produccién de luz.
Inicialmente se utilizaron macrt&fagos de la linea celular J774.2,
empleada en los experimentos de microscopia electrbnica. Sin em-
bargo, en los ensayos preliminares de quimicluminiscencia no se
observaron evidencias de estallido respiratorio con ninguno de
los microorganismos empleddos,; incluso con las particulas de zi—-
mosano, razfn por la gque recurrimes a la utilizacidn de otro tipo

de célula fagocitica.

Los resultados con esta metodologia al utilizar macréfagos pe
ritoneales de ratones normales, se pueden apreciar en la figura
9n, donde se muestra la ausencia de emisifn de fotones después de .
15 min de fagocitosis de levaduras de H. capsulatum, comportindo-
se estos macrbSfagos de modo similar a macrSfagos no infectados, ;
los cuales fueron utilizados como testigos de no estimulacidn del

egtallido respiratorio. Por otro .lado, M. tuberculosis produjo

una-estimulacién del mecanismo oxidativo.a los 7 min, con una
cC.p.m. de.50x103, siendo qué el zimosano que funciona como .testi
gO'pcsitivc-de‘estimulaci&n;wdi&*enJGasi=t0605ﬁ109’tiempos'lectg*w

3 c.p.m. La figura 9B muestra los eventos

ras superiores a 20x10
al tiempo cero de fagocitosis; camo la induccidn de la internali--
zacibn ‘es dependiente de :la temperatura a 37°C, este tiempo fue

procésado como un testigo de internalizaciftin no inducida.

Se -gbservs . gue: enrcondiciones sno favorables :de .internaliza«zs-
ci6nﬁ“1os:macréfagosfnormalesfuasi=comonlos:macrﬁfégos'infedpg I
dos con Histoplasma se comportaron de manera similar. No asi-los

macr&fagos infectados .con M.tuberculosis que. fueron capaces de

disparar'elaéstalliddrrespiratoriaienulos:difefentesatiemPOSpfaiaE
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canzando lecturas de hasta 40x103 c.p.m. Yy dando valores superio

res al testigo positivo de zimosano.

.
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DISCUSION

En general, los estudios de fagocitosis de la cé&lula ffingi-
ca, dejan al azar la posibilidad de contacto de la particula fGn

gica.con la c&lula fagocitica.

Como el presente trabajo estaba orientado a establecer la ci=-
né&tica de .internalizacifin, .fue .necesario .inicialmente uniformar. ...
la etapa de adherencia de los microorganismos a ser fagocitados
Yy, consecuentemente, el inSculo. Se procedif a la sincronizacibn
de ‘1la adherencia de los microorganismos a 4°C por 1 h, antes de
la induccién de la internalizacit6n a 37°C, para garantizar gque
en la mayoria de los macr&fagos se encontraran adheridos un'nﬁmg
ro homogénec de microorganismos, minimizando asf los posibles

errores derivados de una adherencia al azar.

En un trabajo previo utilizando macréfagos peritoneales de
ratén [30], se obtuvieron evidencias que sugieren un retardo en
la internalizacifn de levaduras -de:H.:capsulatum .concrespecto-2

lo observado con M, tuberculosis. Sin embargo, el uso de una linea

celular:de -macrb6fagos; -constituidd por:una:pohlacifn dnis.chomogs—.--

nea de c&lulas fagociticas mantenidas por largo tiempo in wvitro,
permitis establecer..con major.precisidn, gue el retardo.en la.in _
ternalizacidén del hongo es un ﬁecha real ¥ no un producto de las
diferencias de activacitn de la poblacién macrofdgica, cuando la
fuente de cé€lulas fagociticas proviene directamente de un animal
gque .puede - estarsujeto :a una.amplia gama de estimulas::La'linea::
celular:J774.2,Lobtéhidatde:nnxreticulnsarcomaﬁde:ratﬁn;wa pPesar=:

de tener un alto grado de homogeneidad, guarda al misme tiempo

iy —.
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cierta hetercgeneidad morfol6gica y posiblemente funcional, a
causa de variaciones en el tamafio de los mécrdfagOS y pof el he
cho de gue algunas cé€lulas no ejercen la funcién fagocitica. No
obstante lo anterior, los resultados obtenidos al utilizar los
macr6fagos de la linea celular J774.2, no fueron diferentes a
los obtenidos con macr&Sfagos peritoneales de ratén f30]; confir

mando que existe un retardo en la internalizacién de levaduras
de Histoplasma. l :
Wu-Hsieh y Howard [25] describieron que las c8lulas levadu- ‘
riformes liberadas de macr&fagos activados después de 20.5 ¥y
44.5 h de residencia intramacrofigica, germinaron igual gue las
células liberadas de macr&fagos normales. Esto indica que el
hongo puede sobrevivir dentro de los fagocitos. Esta capacidad
estd en relaci6n con el nfinero de microorganismos y el nQimero
de macr&fagos utilizados. La determinacién del indice fagoefiti

co [30], sefiala gue una relaci®n levadura/macr6fago de 5:1

solutiva de la infeccibn in vitre » muchos macréfagos se en-

cuentran fntegros’ a las 24 horas. Mientras gue, por “lo contra—- -

7

rio, la relaci®n 50:1 (5x10 1evaduras/1x106 macrffagos) corres i

ponde a una dosis ﬁo resolutiva de la infeccién. Esto podria ex
Plicar el hecho de que no se encontraran macréfagos a la obser-
vacifn tanto por microscopia de barrido como de transmisidn en
las muestras de 24 h de fagocitosis, debido a que fueron dafiados

por el hongo y désprendidos de la lenteja a consecuencia de su

muerte.

La adherencia de levaduras de Histoplasma se ve ilustrada i
i
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en diferentes figuras (Fig. la, 1b, 2a, 2b) mientras que la adhe

rencia y fagocitosis de M.tuberculosis no fue perceptible por mi

croscopia de barrido, atn en tiempo de 15-30 min. de fagocitosis,

observindose unicamente macrdfagos alterados gue presentaban mfil - -

tiples perforaciones (Fig. 3). Estos resultados sugieren gue

M.tuberculosis causa un dafic mds intenso y r8pido a la cé&lula fa
gocitica y su presencia en el interior de lo macré&fagos, se de-
termind por microscopfa de transmisién desde los 5 min de fagoci
tosis (Fig. 5). El hecho de que se encuentren levaduras de

Histoplasma adheridas a la superficie de macrtfagos ain a los 60

min._(Fig. 4a) a pesar de “la 'sincronizaci®n, apoya-la aseveracidn -

de que el -hongo entra tardiamente .a la célula .fagocitica. Des- .
pués de 3 h de fagocitosis, posiblemente se culmina el proceso
de internalizacifn y se define el destino del hongo intramacro-

f8gicamente, ya que no existe hongo fuera de la cé&lula fagociti

ca.

Por.lo anterior,.. se.sugiere que .las.levaduras . de.l.capsulatum,. .

a diferencia del baciloﬁtuberculoso,.llevan a cabo su internali-

iaciﬁn‘bn"un periodo ‘aproximado -de <15 'a 30 minye . incluso-de -has— -

ta 60 min, y que este mecanismo es independiente de la cantidad

de levaduras utilizadas, puesto que la cinética de internaliza
citn de H.capsulatum fue similar en ambas relaciones de parasi-
to/macrtfago empleadas. Sin embargo, las dosis marcan diferencias
en-cuanto .al.destino.del .hongo .una vez .internalizado, ya gue la ..
relacién.S:l-pe:mite—a-alguncs1macr6fagos'resolverr1aTinfecciﬁnf*

no-asi'la‘relacién*SDil;i

Para confirmar los eventos cbservados..por microscopia elec=- .

—_——— e



27

trbnica, se procedi6 a la utilizacién de una t8cnica que permitie
ra evidenciar la presencia del microorganismo dentro del fagoci

to a través de un evento cuantificable, Para esto, se llevé a ca

' bo la medicién de los mecanismos oxidativos disparados por la

oresencia del microoxganismeo intrafagociticamente. Entre las me
todolegias existentes para determinar los mecanismos oxidativos,
se eligif la quimioluminiscencia por ser la méds sensible y dispo
ner de los elementos necesarios para llevar a cabo su elaboracibn.
Inicialmente se empleS en estos experimentos la linea celular
J774.2, sin embargo los resultados preliminares no mostraron es
tallido respiratorio, hecho que fue respaldado por 21 comporta-
—iento de una linea celular relacionada, la J774.1, la cual fue
Sescrita como deficiente en el estallido respiratorio [37]. Por
tal motivo, para la determinacif6n de quimicluminiscencia fue ne
cesario cambiar la c&lula fagocitica utilizando macrSfagos peri

toneales de rattn, de los cuales ya existian antecedenteq sobre

- s

el tiempo de internalizacién por mlcroscopia electrfnica [30].

Los resultados demostraron que H. cagsulatum no fue capaz de

. estimular el estallido respxratorio aﬁn a-les 15 min de fagoci-

tosis, tiempo ideal escogido para determinar el estallido con

base en los resultados de microscopla electrfnica, gque sugerian

=na internalizacién entre los 15 y 30 minutes.

Considerando que los testigos de zimosano dieron respuesta

9051tiva y que M tubercuios;s produjo una respuesta oxidativa

Dor parte del fagocite, hecho por dem&s conocido [38], nos en-

contramos frente a la disyuntiva, o bien H.capsulatum no induce

el estallido respiratorioc y utiliza esto como un posible mecanis



2B

mo de escape a la muerte intramacrof&gica, o bien H,capsulatum
ne es internalizado en cantidad suficiente para producir el es
tallido oxidativo a los 15 minutos. Durante la realizacidn de
nuestros experimentos.se :publics la informacifn obtenida por -
Wolf et al. [39], de que efectivamente H.capsulatum inhibe el
estallidec respiratorio e incluse es capaz de suprimir la res-
puesta al zimosanoc en macr6fagos preincubados con el hongo. Esg

tos resultados sugieren que la gquimioluminiscencia no es una

t&cnica indicada para determinar la internalizacifn de E.cagsulatum,?

razfn por la cual no se justificaba proseguir la determinacifn

de quimicluminiscencia .en tiempos més. largos de fagocitosis.

Esta caracteristica de inhibir el estallide respiratorio .no ...
es exclusive de Histoplasma, puesto que mecanismos similares se

han descrito para Mycobacterium leprae [40] y Toxoplasma gandii

(41].

Cabe mencienar que el .estallido respiratorio no sflo.se da ..
por la internalizaci6n de particulas o microorganismos gue son
capaces de estimular el mecanismo oxidativo; -en ocasiones basta
lajunién/derun:dligando=-receptor cpara.muese :dispare.rel estalli- -
do respiratorio [42 ], Tal es el caso cuando las partfculas son
opsonizadas con IgGs induciende la participacién de receptores
Fc'(Fch)ZJHO]. Aungue se sabe:gque .no:todos. los receptores.par
ticipan en este avento, por ejemplo, los receptores-csb y Cahi
promuevenwlaéfagbcitosisfrpero:noriaJlihexaciénﬁdecprcductos«i
t6xicos deroxfgenc.—-[16, »43°).;: Por::- tanto,en-<la metodologia -
de quimioluminiscencia se tuvo el cuidado de no utilizar micro-

organismos. .opsonizades ..-para evitar el disparo del estallido .

[
|
i
|
{




"al conocimiento del binomio macr&fago/hongo; asi como-diferencias

_huestras observaciones, planteames la necesidad de utilizar mé-
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respiratorio previec a la internalizaci®n del microorganismo.

En vista de que la quimiocluminiscencia ne fue ﬁna técnica
fitil para corroborar el event® de internalizacidn, en la actua
lidad en nuestreo laboratorio se busca 1mpleméntar otras metodouJ
logias que apoyen, con datos cuantitativos, a las cbservaciones
de la fagocitosis de Histoplasma por microscopia electrénica. i
En ese sentido, en un trabajo realizado utilizando el marcaje
de membranas del fagocito cont?31 por la té&cnica de lactopero-
xidasa/glucosa oxidasa y dirigido a estudiar la participacibn

de receptores Fec en la fagocitosis de Histoplasma , se encontré

que la opsonizacifn de levaduras del hongo'con IgG antiéﬂistoglasma
no aceleraba la internalizacifn del hongo y que &sta se reali-

zaba en el tiempo ya sefalado de 15 min de fagocitosis (44).

Aunque no podemos extrapolar nuestros resultados al fenbme

no fagocitico ccurrido in vivo, éstos aportan algunas evidencias

comparativas con otros parisitos intracelulares. Para corroborar

todos cuantitativos, tales como el marcajé ¢on radidildbtdpos;t ©--F

o a

con el objeto de establecer un mejor conocimiento sobre la fa-

gocitosis y cinética del tiempo de internalizacibn de H.capsulatum.

L LI e T s YA T AN AN I B & §
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CONCLUSIONES

Las levaduras de Histoplasma capsulatum llevan a cabo su

endocitosis (internalizaci®n) en un perfodo comprendido

entre 15 y 30 min, a diferencia de Myccbacterium tuberculosis.

La internalizacibn de H. capsulatum es similar independien

temente de la dosis utilizada (5X106, 5x107 levaduras/ml). -

Con la dosis baja resolutiva los macrSfagos son capaces de
resolver la infeccidn mientras gue no lo hacen con la dosis

alta.

Se comprueba que H. capsulatum es capaz de inhibir el esta

llido respiratorio en macré&fagos.
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ABSTRACT

Phagocytosis kinetics of Histoﬁlasma capsulatum yeasts was studied
in murine macrophages by synchronizing the yeast inocula and
internalization, at 4°C for 1 h during the adherence phase, to

allow a bett?r contact of phagocytes with the yeast cells. To
determine thé yeasts internalization time by macrophage, phagocytosis
was realized at 37°C with different times of incubation: 0, 5, 15,
30, 60 min, 3 y 24 h. Phagocytosis was monitored in a macrophage
cell line (J774.2) by transmission and scanning electron microscopy
and in BALB/c mice peritoneal macrophages by chemiluminescence for

oxidative mechanisms determination, Mycobacterium tuberculosis was

used as a reference microrganism.

Results showed that Histoplasma yeast phagocytosis was delayed in
contrast with tubercle bacilli and J774.2 macrophages internalized
yeast cells in approximately 15-30 minutes. Although H. capsulatum
was observed in an increased numbe¥ inside the macrophages only

after 15 min of phagocytosis, M. tuberculosis was detected earlier

{0-5 min). Furthermore, adhered yeast were still observed at 60

min, whereas M. tuberculosis infected macrophages developed

damage and death.

These results support internalization differences between the two

microorganisms studied.

The chemiluminescence technique used was not appropiate in measuring
Histoplasma internalization time, since H. capsulatum inhibits the
respiratory burst, while zymosan and M. tuberculosis contrels

induce the macrophage oxidative burst.
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ESQUEMA I 19

FAGOCITOSIS DE Histoplasma capsulatum POR MICROSCOPIA ELECTRONICA

’ DISERO EXPERIMENTAL

H. capsulatum M. tuberculosis.
levaduras : ‘
INFECCION INFECCION

Macr&fagos Macr6fagoes Macr&6fagos
J774.2 J774.2 J774.2

SINCRONIZACION
(ADHERENCIA)
1 h a 4°C

(INTERNALIZACION)
A DIFERENTES TIEMPOS
(0*, 5', 15', 30!,60', 3 y 24 h)

S e s e b i *

37°C, 5 % de CO,

. , : FIJACION
Glutaraldehido al 2 % .

MICROSCOPIA ELECTRONICA

TRANSMISION BARRIDO




ESQUEMA 2
Q 40

FAGOCITOSIS DE Histoplasma capsulatum POR LA TECNICA DE QUIMIOLUMINISCENCIA

DISERO EXPERIMENTAL

H. capsulatum M. tuberculosis
levaduras
INFECCION INFECCION
MacrSfagos . Macr&fagos Macr&fagos
J7174.2 ¥ J774.2 y J774.2 y

peritoneales de ratén. peritoneales de ratfn reritoneales de ratfn:

\SINCRONIZACI'@N/

(ADHERENCIA)
1 h a 4°C

(INTERNALIZACION)
.0 min 15 min

CONTROL . . 37°C, 5 % de CO,

S —— i ——

LECTURALENZDNZCONTADORTDE'CENTEEEEO““



Fig. 1. Microscopfa de barrido de la fagocitosis de levaduras
de H.capsulatum. Tiempo de fagocitosis de 0-5 min, utilizando
macr&fagos J774.2 con diferentes dosis de levaduras. a)Rela-
citn parisito/macr6fage 50:1; b}Relacitn parfsito/macréfago
5:1. Las flechas indican levaduras adheridas. Barra = 10p0.

1
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Fig. 2. Microscopfa de barrido a los 15 min de fagocitosis
de H.capsulatum. Se utilizaron macr&fagos J774.2. a)Relacién
50:1:; b)Relacifn 5:1; c)Macr6fagos presentandc huellas de
endocitosis (internalizaci6n). Las flechas indican levaduras
con gemacibn en la figura (a), asi como huellas de endoci-
tosis en la figura (c). Barra = lpm.
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Fig. 3. Microscopia de barrido de la fagoc1t0515 de
M.tuberculosis. Tiempo de fagocitosis de 15 min utilizando
macrbfagos J774.2, relacibn parés;to/macréfago de 5:1.

5e observa un macrffago destruido presentando.en.su.super- .

ficie alteraciones semejantes-a perforacicnes. Barra = lum,

43
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Fig. 4. Microscopia de barrido en tiempos largos de la fagoci
tosis de H. capsulatum por macr&fagos J774.2,a) 60 min de fago
citosis, relacibn 50:1, barra = 1 um; b) 3 h de fagocitosis, rxe
lacibn 5:1, barra = 1 ym; c) 24 h de fagocitesis, relacifn 5:1,
barra = 100 um. Las flechas indican levaduras adheridas.

[



Rig. 5. Microscopia de transmisidn de la fagocitosis de
M. tuberculosis. Tiempo.de.-fagocitosis de 0-5-min utilizando-
macrofaqos ..J.77472 \y. una.relacibn.de:pardsito/macrdfago -de -~
5:1:{30000X).. Las flechas.indican la 'presencia 'de ‘pardsitos
intracelularmente.

45
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FPig. 6. Microscopia de transmisifén de la fagocitosis de

H. capsulatum por macr&fagos J774.2. Se utiliz6 una relacibn
de pargsito7macr6fago 50:1, a) 15 min de fagocitosis (21250X);
b) 30 min de fagocitosis (36000X).
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Fig. 7. Microscopia de transmisién a los 15 min de fagoci-
tosis de M,tuberculosis., Se utilizaron macrdfagos J774.2

.y una relacibn pardsito/macr&fago 5:1 (26 000X). Las fle-~
chas.indican pseudfpodos en diferentes planos. ..

Fig. 8.  Microscopfa de ‘transmisién.a los .60 1min "de ~“fagoci=~ .-

tosis de H.capsulatum. Se utilizaron macrbfagos J774.2 y una
relacibn pardsito/macrsfago 50:1 (21 2B0X). -
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Fig. 9. Determinacitn de la quimicluminiscencia en macrd
fagos peritoneales de ratfn. Se utilizd luminol como am
plificador de emisitn de fotones y las lecturas se obtu
vieron en un contador de centelleo (ver materiales y mé
todos). A) Fagocitosis con 15 min de incubacidn a 37°C,
5% de CO3. O__Qf‘4) zimosano {10 mg/ml), —e— — — — — —
macrbfagos (1X10° cels/ml) sin estimular, [J=—i3—{]} ma
crbfagos infectados con M. tuberculosis en relacibn 50:1,
macrbfagos infectados con H. capsulatum en
relacitn 50:1. B) Testigo de cero min de incubacidn ,
o—0—0 zimosano {10mg/ml), — — — — w— — — macr&fagos
(1X10% cels/ml) sin estimular, O—LJ—{3 macréfagos in
factades con M. tuberculosis en relacidn 50:1,
macréfagos infectades con H. capsulstum en relacidn 50:1,
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APENDICE

MEDIOS Y SOLUCIONES

" MEDIOS DE CULTIVO

BHI (Infusibn cerebro-corazén).

BHI (Biox6n, Mex.)}...... ceeresanan e reesrecrearenan ... 37 g
Agua destilada...creesccesnscssrscarsnnneea veerssevassa 350 ml
Se hidrata el medioc y se esteriliza a 15 1lb de presi&n duran-

te 20 minutos. Posteriormente se suplementa con:

Hidrocloruro de L-cisteina....... checarascenraennas .e lg
GluCOS5Bcseansensnsssnna tesatraeenens tesacasrasssansees 10 g
Gentamicina (Scheramex)....c.ccceea.-.. cemieeeeseeave. 100 pg/m1
Agua destilada...c.svencrennncena teeserraeccnns sesasee 50 ml

Esterilizar por filtracifn con membrana Millipore de 0.22 pum.

MEMD (Medioc de Eagle modificado por Dulbecco).

" MEMD (Microlab).......... fe e tesareaetan e, ceesnas. 1304 g
Bicarbonato de 504i0..cvsiecicenvnnnes ..;... ........ .. 3.7 4
GluCOoSa.ss ssernseas et e trrmarans ;.f..,..hh ........ tﬂfii.knggégau,
L-glutamiNa.escscsosssnsoscasconsacss T. ........ Pe s ean. 120 g
Agua desti}a@a;¢.......,...............;..........; 1000 ml
Penicilin; (Lakeside)....: ...................... vsa. 100 U/ml
Estreptomicina (Lakeside)...cccrerecccnnncnas ++++-50=-100 pg/ml

Una vez hidratado y suplementado el medio se ajusta a pH 7.0
y se esteriliza por filtraciGﬁTEGn_ﬁaﬁbféﬁa'ﬁiiiiﬁaréﬁdémdrfé}ﬁﬁ.
Antes de ser usado, se agrega 10% de suero fetal de ternera

estéril, previamente inactivado por calor a 56°C durante 30 mi-

ESTA TESIS N0 BEBE
SAUR BE LA HABLIUTECA

nutos.
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PBY (Medio de cultivo Proskawer-Beck modificado por Youmans).

ASPAraAging. s vttt tcieessaceassasonscnsnnsarasssbasaas 5 g
Fosfato monopotAsico. ..ot sncessnnomornnranns 54qg
Sulfato de potasio..... errarrearreassaceanens «sesass 0.5g7

GliCerol. iaueieratnnorsriocanossatasssssrsnsannsnsnns
Cloruro de magnesio..ccieeeeaea. trecerascaressansvasa.0.197g

Agua destilada..cc.riiniecicsitaranacscnsasnsanssesss 1000ml
Se hidrata el medio y se ajusta a pH 7.0. Se agrega el si-

guiente reactivo.

ciﬁrato de S0di0. .t ssissnnsscossnsessnsssnsiaas D.6Bg

Se esteriliza a 10 1b de presibdn por 10 minutos.

SOLUCIONES

SBS {Solucifn balanceada de sales).

Solucitn I

Dextrosa—."-‘..II..OI.---l..-’.l.—O-I-.—.—.-.—--.-.-.........--- loz-g

Fosfato de potasio......cevvierssnssisssvscsnanaeas D.66g
monobisice anhidro.

Fosfatb:deisodidi;._-“...-..,--g.------.--n--ﬁ--.m-D.E25§f;
dib&sico -anhidro.:

Rojo de fenOLal-S% ex]ag'ua.,. L R R R A R ] 2 ml

Agua AesStilad@..eescreereaacsncarennconoaracncnann 1000 ml

Solucibn II

Cloruro de calcio anhidro...... Seetsecentaanea ... 1l.45g
Cloruro de potasSio ..o eeerocassnnmricsnsssrnansa 4 g
Cloruro'detsodio;:;....m...........-..;......-.... .80 g

Clorurc de magnesio anhidro.....eecccaceceascassss 1.04g
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Sulfato demagnesio 7H20.-.'..----..oc--.coo-.o-OQC 2 g
Agua destilada.....seceaiceincaionnctsaiasnssrsaas 1000 ml

Mezcla (SBS).

 SOLUELBN T, Tevraesrncaaranaanec s enaaceaasonas.s 100TMLII
Solucion 11.............................;....f.... 100 m1
Agua desStilada..e.. . eeccnccaarneraneianaaneanroanas 800 m1
Se ajusta a PH 7.0 y se esteriliza pox filtracibn con mem—

brana Millipore de 0.22 pm.

ASF {Amortiguador salino de fosfatos 0.2M, pH 7.2).

Cloruro de S0di0. s et srsassrasossassassasassasrsas 8 g
Cloruro de potasio...ceieceeneiceranccasannsneeanas . 029
Fosfato de-sodio‘dibssicoTanhidto-................ 0,95g
Fosfato 'ﬁcido de potasiolanhlaro............... 0.2g
Agua destilada............1....-.................. 1000ml

S5e . ajusta el pH- y se esteriliza a 15 1lb de presibn por

20 iminutos. -

SSI<{Saolucifn Salina: isgtGnica).; ..

ClOYUXO AE SOAi0-:ceeeneerseosansosascansanonnnnns _ﬁ.BSQ

Agua destiladA...cevcccseasancecssoianensacnansaas 100 ml

Solucibn de azul tripano.

Azul tripano........... i + I T |

Solucibnosalinarisotbnicaiic.ciseeeencscearsaanease. . 100:ml .
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HCY (Acido clorhidrice) 1N

HC1l ‘CONCEentradD. v uieseresasscvanrns svereernsaeraas G ml

BGUE AEStiladn..ceesnscraoscecnsornnssevaseavasesas 100 ml

Nagd (Hidrtxido de sodio) 1N

NaOH. e i inanscnecanrnreoancsnsonrscanatncnssranrancas 4 g

AGU2 Qe5tilada..e.sueececacsssscssasconasaensesones 100 ml

Amortiguador de cacodilatos 0.1M, pH7.4

Solucibn & {(Cacodilato de sodic 0.2M).

Cacodilato de s0di0. i i erneencernese weresessncanes A42.8 g

Agua Bidestiladai llllll » o 4 p & 4 & p e d bt pre S e b s Ew 1000 ml

Solucifn B (Acido elorhidrico 0,2M).

Acido clﬁrﬁfﬁriéo ai 57%....................' ..... veo 10 ml
Agua bidestilada.....evcrecciivaciiniecnanns sersens.s 603 ml
___Mezclarx 50 ml de la solucifin A y 2.7 ml de la solucibn B, Afo-
" rar a 100 ml con agua Sidéstilada para obtener una molaridad

-de 0.1M. Conservar en refrigeracibn en frasco &mbar.

P J T i I

Amortiguador de maleatos al 0.1M, pH6.0

Solucifn A {Acido maleico 0.2M)

ACido MAledCl. ... iy e vrecssnencrrsnasansnrnannnans= . 23.2qg
Agua bidestilada..ccoveeann M mraeceanesnrsana Cerseen 1060ml
S5olucibn B {(Hidr6xido de secdio .0, 2M)

Hidrdxido @€ 500000 cu.eeeersnrsecsoannvrocronanssnsenns 8 g
Agua bidestilada. ioere e oraieneriannsmoncenna tvereans 1000mML

Mezeclar 50 ml de soluci®n A y 27 ml de solucibn B. Aforar a

O
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200 ml con agua bidestilada para obtener una molaridad de0.1M

Yy pHG.O0.

Uranilo en.amortiguador..de maleatos.s.

acetato de2 uranilo..... eeessmnerenns c et ar e et eraeanan :0.5 g
Amortiguador de maleatos 0.1IM, PH 6.0..c.vverecncanns 100 ml
Disolver hasta lograr una solucifn cristalina-de.uranilo.al.0.5%.

Conservar en refrigeracidtn en frasco dmbar,.

TetrHxido de osmio.

Tetrdxido de osmio (Ted Pella, INC.)ececenscresanees ig
Agua bidestilada ... cicercmrecsrrsascrmorsnoennennnes «t 50 :ml .
Lavar la ampolleta de tetrdxido de osmio y el recipiente de la
solucibn con mezcla cr6mica y agua destilada varias veces. Romper
la ampolleta y colocarla en el recipiente, agregar agua bidestila-
daﬁcDejancxeposarmp§r¢24Lh';q ﬁrotejido‘de.la-lnz,uantesgde:ur;

sarlo. Todo este proceso se realiza con campana de extracci®n.

Preparactbn ‘de -la 'resinas T .

Epon 812 (FluKa)..u.veeeosnanrscncsscsenssccans e rs e 4.4 ml
MNA {(Methyl-norbornene-2,3-dicarboxylic anhydride).. 1.9 ml
DDSA {2-Dodecenyl - Euccinic—anhydride)............. 3.7 ml

Agregar a cada 10 ml de resina, el siguiente catalizador.
DMde;(2(4}6-tris-dimethylaminomethyl—phenolr::..... 0.15mLlm*
Realizar .la mezcla .a temperatura ambiente -durante-30 miny, :pro--.-

curando prepararla una hora antes de ser usada.
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Acetato de uranile

Acetato de uranilo. ..o cirvseresserassrarsrararcesas 0.3 q
Agua bidestilada. ccecesencnnans tesesearasaracesnnenan 10 ml
Mezclar y agitar hasta formar yna solucibn cristalina. Fil-
trar con membrana Millipore 0.22 pm y cubrir con papel alu-
minio para proteger de la luz.

¥

Soluciftn de plomo

Nitrato de plomO...ccevecees ceeensne seveasmsnrssasss 1.33g
Citrato de s04i0..cccencecrcacnnenscanen seesssessrns  1l.76qg
Hidr&xido de sodio al B.1N....vvervanscnnannns e e 8 ml
Agua bidestilada hervida vy fria....ceeceen. e eneens 30 m1

Agregar los dos primeros reactivos ¥y el agua bidestilada
hervida y fria a un matraz aforado de 50 ml. Posteriormen
te ahadir el NaOH y aforar a 50 ml con agua bidestilada.
Proteger de la luz con papel aluminio y conservar en re-

frigeracibn.

*  —~Glutaraldehido d1 2%

Glutaraldehido al 25%...ccececvcrarsnnsaaanaa veaseser .8 ml
Amortiguador de cacodilatos O0.1M,pPH 7.4.cceeecncaces .32 ml

Mezclar y conservar en refrigeracifn en un frasco ambar.

- Amortiguador de fosfatos 20mM, pH7.3. - _— v eeme ez

Fosfato dibésico de sodio, anhadro, ... .57 v eerea.. 2.3004y
Fosfato monobisico de potasio anhidro............. 0.5206g

Agua destilada.eecesesccssnensancsnssssccesnas tevews- 1000 ml

Se ajusta el pH y se mantiene en refrigeracifn.



Soluciftn de Luminol (Eastman Kodak Co. USA)

Luminol (2,3 dehidro-1,4 f£talacinediona...see.seeess. 0.771 g

Amortiguador de fosfatos 20 mM, pPH 7.3..cci0evesenes. 1000 ml

Los'reactivps se sonifican a 80 ciclos por segundo, colochdg,-

se posteriormente en un bafio de hielo para evitar su calenta
miento. La solucifn resultante se filtra con membrana Millipo

re, 0.22 am. Se mantiene en refrigerador protegido de la luz.

- ———e e
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