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RESUMEN 

se estudi.6 la cinética de fagocitosis de levaduras de Histcplasma capsu!atum 

en macr6fagos =inos sincronizando el in6culo y la ingesti6n (internalizaci6n) 

de levaduras a 4°C por l h.' a fin de peDTri.tir un i:rejor contacto de los fagoci 

tes y las levaduras, durante la fase de adherencia. La fagocitosis se llevó 

a cabo a 37°C con diferentes periodos de incubación (O, 15, 30, 60 min, 3 y 

24 h) para detenninar el tiarpo de internalizaci6n de las células levadurifoE 

roos a los rnacr6fagos. El seguimiento de la fagocitosis fue realizado por ~ 

croscopia clectt6iiica de transnúsi6n y de barrido en una ll'.nea celular de ma~ 

fagos (J774. 2), así oaro por la detenninaci6n del i:recanisno oxidativo por quimi.9_ 

luminiscencia, en rnacr6fagos peritoneales de ratones BALB/c. Se utiliz6 

Myooba.cterium b.lberculosis caro_ microorganismo de referencia. 

la fagocitosis de_!!· capsulatum .fue retardada en o:rnparaci6n con la del 

bacilo tuberculoso y los nacr6fagos (J774. 2) internalizaron levaduras en un 

tiempo aproxilrado de 15-30 minutos. Mientras !!· capsulatum.fUe observado en el 

interior· del nacr6fago .solarrenteca partircJ.de los 15 min de fagocitosis,,'• 

~~ tuberculosis fue observado desde los 0-5 minutos. Jldaras, a los 60 min aGn 

se encontraron levaduras adheridas,_siendo .que los_nacr6fagos infectados con 

~· tuberculosis presentaron ·daño· y nuerte ·celular. - Estos ·resultados apoyan ·las 

diferencias el'! la intemalizaci6n de ambos rnicrtX)rganism::>s. 

La t&:nica' de \¡u:imioluminiscencia. no .fue:litiLpára .. detémrlnar .. el tiempa .. de !!! ~-, 

ternalizaci6n del hongo, en virtud de que !! . capsu1atum inhibe el estallido 

respiratorio, mientras que los testigos de zinosano y ~ª tuberculosis estimJ. 

laron el mecan!sno a>d.dativo de los macr6fagos. 
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Histoplasma capsulatum, el agente etiológico de la micosis 

profunda llamada histoplasmosis americana, es un par~sito intr~ 

celular con gran afinidad por el sistema fagocítico mononuclear. 

Presenta la caracteristica de ser un hongo dimórf i~o que crece a 

temperatura ambiente en la naturaleza en forma de micelio. Posee 

dos tipos de esporas: las macroconidias tuberculadas (8-19 ).Un de 

diSmetro) y las rnicroconidias (2-4 µm de diámetro). Estas esporas 

son la forma infectant~ del hongo que,por vía respiratoria,pen~ 

tran al hu€sped, se transforman en levaduras y sobreviven como 

pat6geno intracelular dentro del macrófago {1,2]. 

La ubicaci6n geogr&f ic~ de la histoplasmosis en el continen 

te americano abarca desde los Estados Unidos hasta Sudfunerica 

[1,2). En México, se han identificado casos de esta enfermedad 

en toda la república, cobrando mayor importancia en nuestro pais 

por la·alta tasa de letalidad descrita para la fase pulmonar pr! 

maria. Esto puede ser débido a su frecuente adquisición en reci~ 

tos cerrados corno minas abandonadas, donde se presentan las con 

diciones Optimas para el desarrollo de ~· capsulatum, como son 

la humedad, el calor y los nutrientes presentes en el guano del 

nurciélago que es rico en fosfatos y productos nitrogenados. 

La histoplasmosis se encuentra prinCipalmente en zonas m~ 

·neras productoras de oro y plata:debido a que muchas minas. son 

abiertas periódicamente a la explotaci6n con el descubrimiento 

de nuevas vetas, originando brotes epidémicos que afectan fu~ 

damentalmente al trabajador minero [3,4]. 

Segün la clasificaci6n clínica de la histoplasmosis real~ 

zada por Gonz§lez Ochoa y modificada. por Velasco Castrej~n [S], 
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se reconocen tres fases de la enfermedad: 1) La primaria sinto-

mát:Í.ca presenta tres formas clínicas: la leve, la moderada y la 

grave. La leve simula un .:ltaquc gripal, con malestar general, 

cefalea, dolores musculares y 6scos, febrícula, sudoración, se 

rologia positiva débil; desaparecen las molestias de una a 

dos semanas. La moderada presenta remisiones y se desarrolla con 

fiebre y signos respiratorios discretos, tos seca, disnea leve, 

estertores húmedos y pequeñas árcus de submntidcz; contrasta-

la pobreza del cuadro respiratorio con las acentuadas sombras 

pulmonares observadas desde los primeros días de la infecci6n; 

además, presenta serología positiva intensa y el proceso termina 

de tres a cuatro semanas, continuando el enfermo con sensación 

de debilidad por un tiempo var.:able. La grave,con fiebre alta, 

escalofríos, sudoruci6n profusa, cefalea, dolores musculares y 

6scos, debilidad, así como profundo dccai111iento; y del cuadro res 

piratorio,lo m5s ~18mativo,es una disnea sumamente acentuada; 

presenta toda clase de ruidos respiratorios, lesiones ~avit~ 

rias o tumorales encapsuladas, serología positiva muy alta y 

cuando hay recuperaci6n,.la sintomatología desaparece dc<5pués de 

uno o dos meses, pero el alivio va seguido de una convalecencia 

prolongada. 2) La segunda fase es la residual de la fase primaria 

donde encontramos lesiones cavitari_~s o tumorales encapsuladas, 

sintomatología respiratoria mínima Y serología negativa o pos!· 

tiva d~bil. 3) La Última fase es la~ ~e reinfecci6n end~eiia que pr.§; 

senta dos formas clínicas: la aguda y la cr6nica. En la aguda 

se observa un cuadro respiratorio febril agudo, hcpato y esplcn2 

megalia, adenopatías, diarrea, serología positiva intensa, sic~ 
! 

do rnort~l a corto plazo. En la cr6nica hay un cuadro respiratorio 
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similar al de la tuberculosis, fiebre moderada y cuando disemina 

se encuentran: adenopatías, hepato y esplenomegalia, lesi~nes en 

mucosas, especialmente en faringe y cavidad oral. Normalmente la 

infección cursa en una forma benign~ lo que indica que el hu~~ 

ped es capaz de resblverla 16]. Sin embargo, en los casos en 

que la infecci6n progresa, la sobrevida del hongo en los macr~ 

fagos es un factor importante en el desarrollo de la enfermedad. 

La persistencia y multiplicaci6n del hongo en los fagocítos se 

debe a que los mecanismos fungicidas para destruirlo presentan 

una alteración, ya sea por fallas propias del fagocito, o bien 

porque la respuesta inmune no promueve una activación adecuada·. de 

los rnacr6fagos, capaz de llevar a cabo la eliminaci6n del par! 

sito. Adem§s, se plantea que este hongo puede contar con mecani~ 

mas de escape a la muerte intramacrof~gica [7,B], los cuales P2 

dr1an facilitar su persistencia y diseminación en el hu€sped. 

Se sabe que las infecciones intracelulares, estimulan e~ 

sujetos suceptibles un respuesta inmune preferentemente celular. 

Esta respuesta, dada por la participaci6n de diferentes subpobl~ 

ciones de linfocitos T con distintas funciones, está caracteriz~ 

da por una amplia variedad de actividades biolGgicas, dirigidas 

por media~ores denominados linfocinas, que tienen acci6n princ! 

pal sobre ·los macr6fagoS>. Siendo el rnacr6fago el que determina el 

destino final de la infecci6n histoplasmosa y la fagocitosis la 

actividad más relevante en el binomio macr6fago/hongo, es conve 

niente destacar algunos conceptos del proceso fagocítico • 

. Se utiliza el t~rmino gen€rico endocitosis para definir el 

proceso por el cual algunas c~lulas son capaces de ingerir macr~ 

mol~culas o partículas, las cuales son encerradas en una porción 
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de la membrana plasm~tica, seguida de in~aginaci~n y posterior 

formación de una vesícula intracelular que contiene el material 

ingerido [9]. Dos términos se han distinguido para caracterizar 

la actividad de ingesti6n, segGn el tamaño de la vesícula form~ 

da. o segGn el tamaño del material a ser ingerido. El prime'ro es 

la pinocitosis, que implica la ingesti6n de líquidos o moléculas 

solubles de tamaño menor a 0.5 µm, por vía de pequeñas vesiculas. 

El segundo es la fagocitosis, que corresponde a la ingestión de 

partículas mayores que 0.5 pm, corno microorganismos o células 

dañadas, por medio de la formaci6n de vesículas grandes llamadas 

vacuolas. Sin embargo, el tamaño -preciso del material, que def! 

ne la utilización de ambos términos, no estS bien caracterizado 

yfademSs~ cambia con ~l._tipo de célula .fagocítica •. Los macr6fagoe;--

poseen una gran; capacidad para ingerir tanto partículas que va 

r!an enormemente en su tamaño, como moléculas solubles, las cu~ 

les son ingeridas a trav~s de .receptares, .mientras que los pol! 

rnorfanucleares presentan una menor capacidad de ingestión rel~ 

cionada al tamaño( del .---material~ ingerido .. [ 10) • Sin . embargo, ·e~. té.E 

mino fagocitosis sigue siendo empleado por varios autores para 

denominar al fen6rneno mediante el. cual .. una part1cula es :ingerida, 

digerida y 1 finalmente,sus productos de digesti6~ exocitados. AE 

tualmente ;·-}existe :la 1tendencia ipa;-a 'denominar, ...:fagocitas is. ~al ._.pr_f! .... 

ceso de ingestión (tambi~n llamado internalizaci6n), separando 

los eventos posteriores del procesamiento del material fagocit~ 

do -en _las . etapas _subsecuentes .de ....fusión .f.ago~oma-=-:llsasoma ,- .. .dige.!!, _.::: 

ti6n '.y exocitosi-s. , .-

El: :té:cníino . endoci·tosis : tambi~n ·':ha -sido·: empleado .:.en: difer"e.!! : 1 

tes circunstancias y muchos especialistas lo utilizan para def! 



6 r. 

nir la ingestión de rnol~culas solubles a través de receptores 

especificas y se denominan 11endocitosis mediada por receptores", 

que corresponden al t~rmino usado por otros autores de "pinocit~ 

sis mediada por receptores" [9,10]. En la fagocitosis, conceptu~ 

lizada corno ingesti6n de partículas, se distinguen dos fases. La 

primera es la adherencia y comprende una serie de interacciones 

especificas y no especificas, de la particula con la superficie 

externa de la membrana plasmática del fagocito. Es un proceso p~ 

sivo de tipo uni6n receptor-ligando que no requiere de energía. 

La.segunda compJ:'ende_la .... internalizaci6n de,la part:tcula •. Se .re~-. ..!. 

liza: .. a través de la fusi6n de la membrana plasmática de la célu 

la fagoc!tica gue rodea la part!cula, con la consecuente form~ ·. 

ci6n-:.ae la vacuola fagoc!tica o fagosoma~·-Este es un proceso ac 

tivo,.dependiente de temperatura y con alto gasto energ~tico [11]. 

La fase de internalizaci6n de la fagocitosi~ se realiza a trav~s 

de receptores. Para los·rnacr6fagos se han determinado los signie~ 

tes: ·1.- Receptores para la porción Fe de varias subclases:-ae 

inrnunoglobulina · · G; · 2. - Receptores--.::para --fragmentos: del cornpleme.!!. 

to; 3.- Receptores para glicoconjugados con· residuos terminales 

de rnanosa y /o fucos a; 4 • ..¿ .Receptores :-para ·'"fibronectina ;~ ~1actof!:. ~ 

rrina, ol-2-macroglobulina; 5·.- Receptores gue median la inge~ .. 

ti6nóie Cpartícül·as ·inertes ,--.-·coma ·por· ejemplo 2-las de -.~látcix· «-lll ;na 

interacci6n ligando-receptor se lleva a cabo mediante-un.mec~

nismo semejante a una cremallera; en una porción localizada en 

la 1 membrarra.-j>lasrn~·~cB.cde·'-~tal;;:rñanera·:rque·.±oS CreceptOres1·del . L . 

macr~f'Eicjo -=se ::.van· ,:uni:'erido ·-:a J;aS ::roo l~ciúl·áS :~complerñenta·r±a-s ;-de1 -~ J 

licjandoñ(part~cül·a· io mol-écUl·a isol:uble)_ !:hasta ...rodearl.a .:por, compl~ ; .. .:: 

to, form~ndose la ves!cula endoc!tica. Un .paso sirni-lar entre fa 
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goci to sis· y ·.endoci tos is (pinoci tesis) mediada por receptores es 

el ensamblaje de una proteína fibrosa ~e 180,000 daltones llam~ 

da clatrina, que junto con un polipéptido pequeño de 35,000 da! 

tones forman una cobertura sobre las vesículas endocíticas (9,11]. 

Én el caso de pequeñas vesículas endocíticas, la clatrina juega 

un papel directo en la formación de la vesfcula., mientras que én 

la vesícula fagocítica se planteaba que la clatrina no jugaba un 

papel importante¡ sin embargo, Aggeler y Werb (11], han deme~ 

trado que la mitad de los fagosomas observados después de un br~ 

ve período de fagocitosis, presentaban &reas asociadas a la cla 

trina. Aunque no esta bién definido-el papel de la clatrina en la 

fagocitosi~ se cree que esta proteina participa probablemente en 

el reciclaje rápido de los receptores involucrados en la intern~ 

lizaci6n de la particula,. a la membrana plasmática. 

Cuando la particula ha sido internalizada y se ha formado el 

fagosoma, ocurre una serie de eventos enc~inados a digerirla. 

Inicia[mente se presenta la acidificación del fagosoma [12]~ po~ 

----- ·teriormente, €ste es dirigido al centro de ·.la cl!J.u.l?_. ~onde S.§!:. -~.!:!.. 

siena con lisosomas~primarios, iniciándose aSi el proceso de la 

digesti6n. 

Los mecanismos mediante los cuales los macr6fagos digieren 

y e"liminan a las part~~ulas o rni9roorgani!;>rnos, 9p~_ra.n .. ~e. d .. ~-!?. IT1!!:. 

neras separadas durante el proceso fagocí.tico: una,.dependiente y 

otra,independiente de oxígeno. 

El mecanismo microbicida dependiente del oxígeno parece ser _, 
~--.::!.!:_ ..... ~~-:.:·:_ , rn· .. :_..:.;..;._. -.: .... ~; .• ...;...... -;o ::ioi-·- ::_ ·lo::: ··- -·-.,· - ·-..:~.· \,.. l 
,;~,~~;~=--e-1-= de mayor importanc~e~ !~\:-~os m?c.r6.~.ago~--. J l~, !~:' 1:-!?) ':" ""· ··. , ,, ,_ .... -.--:-., .·· '"'., t:n( 

' La mayoría de los macr6fagos, a excepción de los alveolares, ,/ 
. , ' . ,- 1 , - • •• r. -- - .- ::.1 : : :~: .• :. . · .·: ::.- __ -, ..:.¡ 

utilizan la glicólisis anaer6bica Como fuente de energía. En esta / 
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vía los carbohidratos son convertidos a ácido láctico y no hay - -

consumo de oxígeno. Durante y después de la fagocitosis, los f~ 

gocitos empiezan a consumir oxígeno, cuando cambian su vía de me 

tabolismo de carbohidratos por otra que produce gran cantidad de 

energía como es la vía del monofosfato de hexosa. Los fagocitos 

pueden incrementar su consumo de oxígeno cerca de cien veces cua~ 

do son estimulados por la fagocitosis. La enzima NADPH-oxidasa, 

íntimamente relacionada a esta vía, puede estar asociada físic~ 

mente con receptores quirnio~_trayentes, complejos inmunes, lect_! 

nas y adyuvantes que estimulan la vía oxidativa del.metabolismo 

del oxígeno de los fagocitos. 

La NADPH-oxidasa reduce al oxígeno del medio (02) a radical 

superóxido (·021, adicionando un electrón. Este-anión superóxido· 

lleva una carga negativa y tiene un electrón no apareado que lo 

vuelve m&s reactivo. El anión superóxido por s1 solo es poco ~ 

ca, pero fácilmente se convierte en otros derivados de oxigeno de 

alta letalidad. La enzima super6xido dismutasa (SOD) atrapa rad~ 

cales -superóxido y a trav~s· -ae la adici6n de ·protones·. de hidr6g~ 

no produce peróxido de hidr6geno (H 2o 2) y oxígeno único o singl~ 

te 'de -oxigéno ( lo:i)'. 

El oxígeno único tiene el mismo número de electrones que el 

ox1géno normal, ·pero ·los ·electrones 'no ·apareados rotan en dire.s:. 

e iones opuestas, .. uno: con ...relaci6n al otro •. El. oxigeno :-único ~es. un 

estado excitado <leox~geno oon alta energ_ia y piiede disipar su exceso de· 

energía~i ~-·la emisi6ni ae -.:'.fot·anes t..'[·16 ]. ;'.l lLa f..J.:iberac±em í'.de .::luz .es ·tma~~ .... 

caracterís~ca . .:i-mportante tde ~TI.os cf.ag"oci.tti~ '""estinnilados~--~ ·: . 

El ~-fen6meno 1 deJiominéldo /quimioliurñ.inisdencia· iproviene ·de --LL.as .-.1 !", 

especies excitadas de oxígeno, principalmente del oxigeno único • 
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Otra forma t6xica del oxígeno es el producido dentro de los f ag2 

citos cuando el H2o2 reacciona con los radicales super6xido en 

presencia de fierro, dando oxígeno, i6n hidroxilo {OH-) y el radi 

cal hidroxilo (ºOH). 

El radical hidroxilo es el rn~s potente oxidante 'que se pr2 

duce en los sistemas biol6gicos y se considera corno un participaQ 

te importante en la muerte intrafagocítica. 
' 

En los granulocitos (polirnorfonuclearcs, eosin6filos y bas,2. 

filos) la toxicidad de los rnetabolitos reactivos de oxígeno aumeQ 

ta considerablemente por la participación de la enzima mielop~ ~ 

roxidasa que cataliza la reacci6n de H2o 2 e i6n cloro (el-) a i6n 

hipoclorito (Ocl-), el cual es un poderoso agente microbicida y 

adem&s es precursor de las cloraminas. que son un grupo de haló 

genes oxidados con acci6n t6xica (14). 

Aunque los macr6fagos no tienen mieloperoxidasa, se cree que 

la catalasa puede actuar de ma11era similar y, posiblemente
1 

{;stos 

utilicen peroxidasa proveniente de granulocitos para intensificar 

su:acci6n microbicida (13,15]. 

Los mecanismos independientes de oxígeno han sido menos e!!_·.; 

tudiados corno son: la acci6n de la lactoferrina, prote!nas cati~ 

nicas, enzimas líticas lisosomales como la ~liso~·ima, las hidrol!!_ 

sas ácidas y neutras (13,15]. 

Los parásitos~intracelulares han desarrollado mecanismos que 

los permiten escapar de la destrucción en diferentes etapas del 

Q;~c·.-..;~ . .;:_Proceso fagoc!tico~ ,-Y~ .. - si;.B: p~_r :_+.mP._e.di~· .. s~c f~C::.?.~oci~~~n~.? ":!· .~-~?.;.;: ..... 
~~?:.::._: __ :...rerlcia, inhibir la,._ftisi~n". :f~.9!?s~ma-::-.li!?t.9Sf>~~, es~apa;-_. t;leJ. ... _fa~~-~!... .. ~._,. __ ~ 

~~--:-=-....s~~.oma, desarrollar r1'7~is,t~,~cia a .la ac~.f~~ de ~1:~~mas. lt"l:=;ic~~, 
¡ -:. : 

,,_~ - - 1 
escapar al efecto letal de -las especies cx!geno t6xicas a travé'~ de la 
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inhibición de la producción de metabolitos reactivos de oxígeno, 

la neutralización de sus efectos t6xicos o la prevenci6n de la 

"interacci6n del parásito con los metabolitos t6xicos (17]. 

En el caso de g. capsulatum, se han planteado algunos de 

estos mecanismos. Dumrnont y Robert [ B] , por microscopía elect;·1, 

nica observaron que a los 5 y 30 min después de la infección in 

~·con""!!.. ~capsulatum ·se ~identi:f.icaron ,_.fusi.ones. fagblisdsornaleS_,._. .... 

Sin embargo, a medida que avanzaba el tiempo de infección, las 

fusiones disminuían. Determinaron dos tipos de vacuolas, unas e~ 

rentes de fosfatasa ácid~ lo que indicaba ausencia de fusión fa 

golisosomal y otras que contenían esta enzima, las cuales se en 

centraban en los tiempos rn§s largos de la infección. La observ~ 

ci6n de estas. últimas vacuolas les perrniti6 proponer que la enz! 

ma proven!a de macróf agos pnrasitados que fueron fagocitados 

por otros macrófagos, hecho que pone en duda la fusión fagolis.2. 

sornal de vacuolas conteniendo el hongo4 ya .que el marcador lisos2 

mal· :fos·fat·asa -5.ci:'dci ;l -se 'pr~sentaba '.en '.Vac:uoJ:a·s: -·que·"--conteníaTf -re.:!_·•_,"' 

tos de rnacr6fagos parasitados. Esto sugiere que el hongo pudiera 

inhibir·1a·fusi6n"fagolisOsomai-para,escapar·de·su·destrucci6n 

intracelular. Sin embargo, otros autores encontraron unión fag2 

lisosomal en macr6fagos .. infectados con· Histoplasma j 18, 19] • Por 

ejemplo, Patiño ~ al. [19] observaron por inmunocitoquímica, de~ 

pu~s ·ae -6 h de fagoci tesis, un antígéno .. de -·pared·-de ·!!· · capsulatum 

el cual parecía estar asociado a la membrana de los· fagolisosomas. 

Estos .. r-esul-tado~ ... r.eflejan. ci-rcuns.tancias. _a.caaioriales .. de ·1a -re la 

ci6n hu€!:sped/par&si-tb ya que al utilizar una das·is muy baja de 

infecci6n, se puede· encontrar fusiones·--m§s .. -.f§ci1rnente •. 
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En nuestro laboratorio se ha observado gue el índice de f~ 

si6n fagosoma-lisosoma disminuye a medida que aumenta la dosis y 

el tiempo de infecci6n [7]. Con base en estos hallazgos se ha pla.!!. 

teado que la inhibici6n de la fusi6n fagosoma-lisosorna puede darse, 

pero no es un factor primario para la sobrevida ae ~· capsulatum 

dentro de los macr6fagos [7]. 

Se sabe que existen variaciones en el ccmportamiento antifúritj'icci ~-. 

de los macr6fagos, dependiendo de su procedencia: animales norm1!_:· 

les o infectados; diferentes especies; distintas localizaciones 

(alveolares, peritoneales, circulantes, .rpedula 6sea, <:te.). EKtractos 

lisosomales de rnacr6fagos alveolares de conejo son capaces de inhi 

bir el crecimiento y la síntesis de proteínas del hongo.· Se pr~ 

pone que este efecto involucra la inhibici6n selectiva del.tran~ 

porte de aminoácidos a trav~s de la membrana de la célula füngica, 

debido a alteraciones en la permeasa general y en las permeasas 

especUicas de varios ·amino:í,c.idos ~;[2Q]..• .... 

Observaciones in ·vi tro han· demostrado .que, ·loS ·,Tiacr.6fácjoscpor 

si solos no matan a !!· capsulatum, pero cuando se añaden linfoc~ 

tos. de _ratones inmunizados;: ::linfocinas o bien interfe-r6n· .. garnma; a 

los cultivos celulares de·macr6fagos, éstos son capaces de reducir 

el crecimiento intracelular,del hongo (21,22,.23,.24,.25].. ·Resultados 

experimentales in vivo indican que la multiplicación del hongo en 

el estado parasitario ocurre en el rat6n a partir de las 2 prim~ 

ras semanas después de la infecci6n [25]. se plantea que las cé 

lulas leVadui:-iformes de .. His·topl·asma --son r~pidamente -..fagocitadas'="· -

por. macr6fa9os ·alveolares-__ [ 27, 28] • Sin -embargo, .Kimberlin -~.--~-. 

[29], proponen que los macr6fagos alveolares de.·rat6n·.fagocitan 
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microconidias de 3 a S pro y pequeñas partículas de hifa de 3 a 10 

µm a una velocidad similar a la gue fagocitan células levadurifo_;: 

·mes. Estos autores observan que la fagocitosis de levaduras, esp_2 

ras y fragmentos hifales comienza de 4 a 6 h después de lci .tJ1.Í: .... (~: 

ci6n de los rnacr6fagos. Esta aseveraci6n sobré el tiempo Ce ·~·::l._.,::.·:1. •. 

ti6n del hongo no está confirmada experimentalmente. No al,•:;·; <.J.ute, 

los resultados obtenidos con células levaduriformes de Histoplasma 

en nuestro laboratorio, sugieren que el hongo requiere de un tiem 

po de ingesti6n (internalizaci6n) más prolongado. Esta afirmaci6n 

se fundamenta en una cinética de infecci6n de macr6fagos peritonea 

les de rat6n observada por microscopía fot6nica y con el m~todo de 

marcaje del pat6geno con isotiocianato de fluoresceína en microsc2 

pía de fluorescencia, determinando tanto la dosis 6ptima de infe~ 

ci6n resolutiva como las diferencias que existen en el tiempo de 

internalizaci6n comparado con otro parásito iritracelular {30]. 

~· .. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

; Por falta de informaci6n sobre la interacci6n hu~~ 

ped/par&sito que ocurre d~ntro y en la superficie de las células 

fagoc!ticas y tomando en cuenta que los estudios sobre la inteE 

nalizaci6n del hongo por fagocitos, no est§n dirigidos a aclarar 

su cin~tica de infección intracelular, en el presente trabajo 

se han empleado t~cnicas finas y de mayor resoluci6n, para seguir 

la internalizaci6n de Histoplasma, utilizando diferentes in6culos 

de:l hongo y _comparando la fagocitosis de €ste:,_ .c::.on o_t.z:o pa_r~_sito 

intracelular, el Mycobacterium tuberculosis, con el fin de deter 

mina~ el tiempo de entrada de levaduras de Histoplasma a macr6fa 

ges no activados (ver esqu~mas 1 y 2) . 
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HIPÓTESIS 

La internalización de !!· capsulatum en macr6fagos no acti 

vados requiere ·rn§.s -tiempo -que ··l·a de ·-M. tuberculosis. 

OBJETIVOS 

I. · Determinar el tiempo de internalizaci6n de !!· capsulatum, 

en condiciones de dosis resolutiva y no resolutiva de la 

infecci6n in vitre. 

.II; ·. 

III. 

Comparar la cin~tica de infecci6n entre·!!· capsulatum y 

11· ·tuberculosis:. (organismo· de ·referencia) .-

Observar el tiempo de eliminaci6n del hongo. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

.MICROORGANISMOS.- La cepa EH-46 de .l.!· capsulatum se obtuvo del 

cepario del Departamento de Ecología Humana, Facultad de.Medicina, 

UNAM~ Se mantuvo en fase levaduriforme a 37°C en media de infusión 

cerebro corazón (Biox6n,Mex.) suplementado con 1% de glucosa, 

0.1 % de hidrocloruro de L-cisteina y 25.)lg de gentamicina 

(Scheramex) . La cepa H37 Rv de _!:!. tuberculosis, donada por el Dr. 

Jesus Casasola del Instituto Nacional de Pediatría, se cultivó 

a 37ºC en medio Proskawer-Beck modificado por Youmans {PBY). 

REACTIVOS.- Todos los reactivos empleados salvo los que se esp~ 

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

MEDIOS Y SOLUCIONE~.- Para la descripci6n de los medios y sol~ 

cienes utilizados, Ver ap~ndice. 

CÉLULasi: • .:>~J!J;,i_J,;1,_e6 la línea celular de macr6fagos J774 .2 que 
1 !l! .• lf!' 2!!6H!f&=;:;ow ;t,...!__ 

es una Clcina derivada de una linea original obtenida de un re 

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

Federico Gaodsaid del Instituto de Investig~ciones Biom~dicas, 
! - J 

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

por Dulbecco (Ml>MD) (Microlab, Hex.l a 37°C en una at:n6sfera de 5º"% 

de co2 • El medio fue enriquecido con 10 % de suero fetal de teE 

nera (I~ Vitre S.A.,Mex.) inactivado por calor a 56°C, 30 min, 

3.5 g/l de glucosa, 3.7 g/l de bicarbonato de sodio, l % de 

L-glutarnina (Microlab), 100129/ml de estreptomicina (Lakeside) 

y 100 U/ml de penicilina (Lakeside). La viabilidad de los macr~ 

fagos fue determinada por la t~cnica de exclusión con azul tri 

pa~O.¡~ 

\ ·~ 
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Como otra fuente de macrófagos, se utilizaron células per! 

toneale~ de ratones BALB/c mantenidas en las mismas condiciones 

·que la l!nea celular de macrófagos. 

OBTENCIÓN DE MACRÓFAGOS PERITONEALES DE RATON.- Ratones machos 

de 4 .11eses de edad de la cepa singénica BALB/c fueron descere 

brados para proceder a la extracci6n de la células peritoneales. 

Estas fueron cosechadas por lavados sucesivos introduciendo 5 mi 

de soluci6n balanceada de sales (SBS) pH 7.0 en el peritoneo del 

animal. LaS células obtenidas se lavaron dos veces con SBS, se r~ 

suspendieron en medio de cultivo MEMO suplementado y se incubaron 

en botellas de cultivo (NUNC) a 37ºC con 5 % de co2 durante 2 h, 

para separar las células adherentes de las no adherentes. Después 

de eliminar las células no adherentes, se incubaron las c§lulas 

adheridas o rnacrófagos, por 12-24 horas. Se desprendieron los rnacró 

fagos de las botellas de cultivo por agitaci6n rnec&nica y se deteE 

min6 la :v.icibilitlad_po:c. ita t~cnica de azul tripano. Por _Ciltimo, se . ' . 

ajust~rori-i-'1-: ~x"='-itfEi- c~luias/rnl de MEMD, previo a su utilizaci6n •. · 

PREPARACIÓN DEL INÓCULO.~ Los microorganismos cultivados en sus 
1 

respectivos medios fueron cosechados en fase logaritmica de ere 

cimiento, por centrifugaci6n, lavados en amortiguador salino ~e 

fosfatos (ASF) 0.2 M pH 7.2, mezclados y resuspendidos en medio 

de MEMO para su cuantif icaci6n en la regi6n W de la cámara de 

Neubauer. Finalmente fueron ajustados a las dosis de infección, 

utilizando 5 X 106 c~lulas/ml de MEMO {dosis baja) y 5 X 107 c~ 

lulas/rnl de MEMO (dosis alta). Al momento de la aplicación de ca 

da in6culo en la monocapa de macr6fagos, se tomaron alícuotas 

para ser sembradas en los medios correspondientes y corroborar la 

viabiiid~d y morfología de cada microOrganisrno. 
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FAGOCITOSIS.- 1.- ~microscopia electr6nica.- Los cultivos 

celulares de. macr6fagos J774.2 se procesaron en tubos de vidrio 

que contenian en su fondo plano una lenteja de vidrio de 13 nun 

de diámetro, sobre el cual se añadió 1 ml de una suspenci6n de 

l X io6 macr6fagos/ml de MEMO. Se incubaron por 24 h a 37°C en 

una atm6sfera de 5 % de co2 . Oespu~s se eliminaron las c€lulas 

no adheridas por aspiraci6n del medio y se procedi6 a la infe~ 

ci6n. Se agreg6 a los tubos, 1 rnl del in6culo del microorganismo 

preparado en MEMO, según las dosis mencionadas previamente, qu~ 

dando una relación paiásito/macr6fago de 5:1 para la dosis baja 

y 50:1 para la dosis alta. Para sincronizar el in6culo y la adh~ 

rencia del microorganismo, la infección se realizó a 4°C por 1 

hora. Despu~s. de .1a .sincronizaci6n,- se -lavaron .los tubos pa~a · eli 

minar los microorganismos no adheridos y se dejo que procediera 

la internalizaci6n incubando a 37°C, durante diferentes tiempos: 

O, S, 15, 30, 60 min, 3 y 24 horas.'Se realizaron 3 experim~ntos 

por. dosis .de .microorganismos :y de .cada. experimento. ~se .~tomaron •.d!!_ ..... :::_ 

plicados ·simul t§neos para -examen pal: microscopia .:de _ transmisi6ri ~ 

y barrido. Como testigo de no infección se procesaron macr6fagos 

sin 'infectar. 

2.-~ quimioluminiscencia;- Se realizaron los experimentos de 

quimioluminiscencia ·fundamentalmente -en macr6f agos -·peri toneales 

de rat6n. Una vez obtenidas estas c~lulas, se cultivaron en vi~ 

les de vidrio de 20 ml de ·capacidad que contenían una ·suspenci6n 

de ...l X 10 6 .c!llulas/ml. de MEMO. suplementado •.. Se incubaron 2 h a 

37~C el una· :·atm6sfer·a ·de c"S: %-. de .::C02'fi-Se !:pr9cedi6.izi ];a lfagoq-itOS-i"s:is 

uti·lizando_ .diferentes part!:ctilas :- .·1) :lie...,.aduras . de~· :-capsulatum i.Jr·. 
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en relación 50:1; 2) Bacilo tuberculoso en relaci6n SO:l¡ 3) Zi 
mosano (Sigma) 10 mg/ml de MEMO. Después de la adici6n de las 

·diferentes partículas a cada monocapa de macr6fagos, se procedió 

a la sincronización de la adherencia por 1 h a 4°C y se permitió 

la fagocitosis a 37QC, determinando el estallido rdspiratorio por 

quimioluminiscencia a tiempo cero (testigo) y 15 min de fagocitE?, 

sis. 

MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN.- Los rnacr6fagos adheridos 

a lentejas de vidrio, fueron inicialmente fijados en 2 % de glut~ 

raldehido [33] por l h y posteriormente con una mezcla de tetr6xJ:. 

do de osmio al 2 % en amortiguador de cacodilatos O. 2 M pH 7. 4 en 

proporci6n 1:1 por 15 minutos. La deshidrataci6n se reali26 con 

etanol en concentraciones crecientes de 70, SO, 90 y 100 %. En la 

preinclusi6n las muestras se pasaron a diferentes proporciones de 

6xido de propileno-epon, hasta epon pura. La inclusión se realizó 

en EPON 812 en c§psula Beem a 60 ºC por 24 h [34]. Se coloc6 la 

len:teja _con las células sobre una cápsula, Previamente·.~llena:.has· 

fa el borde con epon, quedando en contacto los macr6f agos con la 

resina. Una vez polirnerizada la resina a 60 ºe, se separó la len 

teja de la c§psula, sumergiéndola en nitrógeno l:í'.guido a -173 ºC 

por 1 minuto. Se hicieron cortes finos contrastándolos con citr~ 

to de plomo y acetato de uranilo. Para la Óbservaci6n se utilizó 

un microscopio electr6nico de transmisi6n ZEISS (EM-10 C) a 60 

KV. 

Micho!cdPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO.- Los macr6fagos fijados en i 
f . f. ·:r~·-~.... 3. r.: ·~. '.J!"),-: ~, . - :~ rjt~ ::, ci<.:: co°) . .Sd 

2 % de glutaraldeh1do por l h {33], fueron lavados en amo~tigu~ 

dor de cacodilatos 0.1 M pH 7.4 y se deshidrataron en etano1 a 
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diferentes concentraciones (50, 70, 80, 90 y 100 %) durante 10 

minutos en cada alcohol,.continuando la deshidratación en un d~ 

secador de punto critico (Pelaron) con bióxido de carbono como 

liquido de sustitución. Las lentejas se montaron en cilindros 

de bronce peg~ndolas con pintura de plata, despu~s se cubrieron 

con oro en un ionizador de oro (Pelaron 11 HO) a 2.4 KV por 7 

minutos 135]. Finalmente, las muestras fueron observadas en un 

microscopio electrónico de barrido JEOL (JSM 35 C) con una ac~ 

leraci6n de 15 KV. 

QUIMIOLUMINISCENCIA.- Para esta prueba.las muestras se procesaron 

por duplicado y la determinaci6n de la quimioluminiscencia se 

llevó a cabo a temperatura ambie~te en condiciones de oscuridad, 

colocando· en cada vial l rnl ·de luminol -·(5 'atnino-2, 3 deh-idro·-1, 4 

ftalacjcediona) (Eastman Kodak co. USA) [36]. Es~e reactivo 

se utiUza como amplificador de la respuesta de quimio_lurnini~ 

cencia, ya que cuando es oxidado por alguna especie reactiva de 

ox~geno ·9enerada·1 durante.; i.eJ.. d!stallido '.respi·rator.io ;:...:prqduce.:...un .... ·; 

ani6n aminoftalato excitado. que al regresar .a su estado ·basal erni 

te -fotones .. Los._fotanes . ...liberados durante-la reacci6n ·ae quimi2 

luminiscencia son captados por ·un '·contador ·-de :·centelleo ·-·(Beck.rnan 

LS-7500); que est:i diseñado pa:t0a percibir la ernisi6n de particE_ 

las beta de radionucle6tidos y.pasee adem§.s, dos tubos fotornult!_ 

plida:dores· .quer>.captan :fotOnes:c!:Las,.-J.:ectu:i:a·s-ase ·_-exp~san .:en •.c .• p •. ftl··· nt. 

a intervalos de 1 rnin, ley~ndose la quimiolwniniscencia de 1 a 9 

. minlitoS .- .:: 
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RESULTADOS 

DESCRIPCIÓN DE LOS EVENTOS FAGOCÍTICOS.- Los resultados de los 

experimentos con microscopía electrónica de la fagocitosis de 

!!· C?psulatum y !:!.· tuberculosis, mostraron diferencias en· la':.i!!. 

ternalizaci6n de ambos microorganismos según los distintos tie~ 

po3 de fagocitosis. 

MICROSCOPfA DE BARRIDO.- Este tipo de técnica permite la obse~ 

vaci6n de lo ocurrido en la superficie de las c~lulas fagocÍt_!.· 

cas y por ende la identificación de la presencia del parfisito 

fuera del fagocito. 

En la infección con !!· capsulaturn para los tiempos de 0-5 min 

de fagocitosis se encontraron rnacr6fagos con pocos pseud6podos 

y una cantidad variable de levaduras de Histoplasma adheridas 

a ~stos. Esta observación fue v~lida tanto en la relación par!, 

sito/macr6fago de 5: 1 como en la de 50: 1 (Fig .. la, b). Por esta 

técnica no fue posible observar ~· tuberculosis adherido, por 
" .-

lo qu'e la ausencia de bacilos en el exterior de la c~lula fag2_ 

c1tica, desde los tiempos cortos de 0-5 min, sugiere su r~pida 

internalizaci6n. Los resultados obtenidos en. transmisión apoyan . - .. - - - . 

esta aseveración: 

De los 15-30 min de fagocitosis, en las muestras con !!· capsulatum, 

se encontraron muchas levaduras adheridas previo a la internali 
.:-~;:e_,·~ ... ::. l,c::.: .;_.:;.-:.;:.:::::-::..:::-~-: 

zaci6n (Fig. 2a, b) y los macr6fagos se presentaban rn§s heter~ 

·- _ .9~neos en su morfolog1a, algunos con depresiones membranales en 
ti.-"•!!:.-.·:..:.•-·---· . 

~~-:~:-:.t;:-~-ia superficie, lo qne sugiere huellas de endocitosis de la pa_!'. 

t1cula ftingica (Fig. 2cL •. En la infección con !1_ .. tuberculosis, 

al igual de lo señalado anteriormente, no se observó el bacilo 
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fuera del fagocito, pero se encontraron un gran número de rnacr~ 

fagos dañados, con laf; dos. dosis de microorganismos utilizadas; 

·algunos macr6fagos presentaban deformaciones a semejanza de peE 

foraciones en su superficie (Fig. 3), lo que indica un proceso 

destructivo. 

A los 60 min de infecci6n con ~- capsulaturn todavía se ob 

servaron células fúngicas adheridas al rnacr6fago (Fig. 4a). A 

partir de este tiempo, en las muestras infectadas con ~· tuberculosis 

se apreciaron escasos macr6fagos a causa probablemente de su mueE 

te y consiguiente desprendimiento celular. 

A las 3 h de infecci6n con- ~· capsulatum, se encontraron P2 

cas levaduras adheridas al rnacr6fago (Fig. 4b) mientras que en el 

tianpo más largo de 24 11- con relaci6Íl ·so:l, no se observaron macr6fagos en 

ninguna de las preparaciones. Por el contrario, en las muestras 

de la relación 5:1 se encontraron muchos fagocitos con campos l! 

bres de levaduras, observ~ndose que estos macr6fagos volvieron a 

adoptar su ~orfología -.original ·•Y- una: mayor :homogene±dad=::en .. su:.su::: 

perficie (Fig •. 4c). 

MICROSCOPÍA . .DE .TRANSMISI6N. - .Esta · técmica ¡ ... a. di:ferencia ,de : 1.a .de 

barrido, -permite· 1-a ·:observaci6n!""del:r.par5.s±tó ";""i·ntracelulaf'mente; · · 

as1. como de las estructuras celulares caracte.i!sticas tanto de la 

cé1tila huésped como·del parásito. Adem§s; proporciona-informaci6n 

sobre.·los diferentes -pa~os del proceso. fagocíticoª 

Los resultados --obtenidos ~par· transm±si6ri ~revelaron-que·;· -en -

l.a ,fagocitosis .. de :~0-5 min__,con:.-t!:• •. capsulatum...no .. se~..obsemron .. l!:, 

vadur.as ·intramacrof~g'icas·i'-=mieritr.as-:que; ·_pa;-a .r!°!• ~:tubei:cu·l:as.±s i- s, 

el ~parásito~. fue _internal.±.Zado ::durante :este •.:tiempo.r-~prf?!sent~dose .:;I"", 

cortado en diferentes planos en el interior de \rarios fagosomas 
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(_Fig. 5). En la fagocitosis de 15-30 min con !!· capsulatum, utf_ 

lizando las diferentes dosis, fue posible identificar levaduras 

adheridas (Fig. Gal, as! como dentro del macr6fa~o en las proxf._ 

rnidades de la membrana rnacrofágica, además de una actividad au

mentada del rnacrÓfago, representada por mayor presencia de pse~ 

d6podos (Fig. 6bl. En la fagocitosis de M. tuberculosis se obser 

v6 un mayor número de pseud6podos, presentándose el microorgani~ 

mo dentro de vesículas fagocíticas (Fig. 7}. 

Para H. capsulatum, a los 60 min, se encontraron m§s leva-

duras dentro del citoplasma del rnacr6fa~o, ubicadas en diferen

tes fagosomas, continuando la actividad macrof~~ica (Fig. 8), 

mientras que para ~· tuberculosis en la mayoría de los experime~ 

tos no se obtuvieron muestras suficientes a partir de este tiem-

po, debido a que los macr6fagos se desprendieron por ~osible 

muerte celular. 

En los tiempos largos de 3 y 24 h de fapocitosis de !!.capsulatum 

con la relaci6n 50:1 no se encontraron macr6fagos, mientras que 

en las preparaciones que conten1an la relación 5:1, los macr6ta

gos, se presentaron en nGmero inferior al que se habi~ observado 

para el mismo tiempo con la técnica de barrido. Por el contrario, 

los testigos de macr6fagos no infectados permanecieron unidos a-. 

las lentejas cuando fueron sometidos a los dos tipos de tratamien 

fo ·para microscopia electrónica. 

QUIMIOLUMINISCENCIA. - Como una medida cuantificable ... de evid_encia ____ .• 
•t : -

Cle ninternalizaci6n de los microorg-anismo~ ·--~?.~ud;adc;?J? ::.r::>~ proc~i;li<S -:~·-- _ 

a 1a utilización de la técnica de.quimíoluminiscencia, la cual-es 

un método sensible que puede revelar la presencia de microorgani~ 



22 

mes internalizados por la inducci6n del disparo del mecanismo 

oxidativo del fagocito, el cual lleva a la producción de luz. 

Inicialmente se utilizaron macr6fagos de la línea celular J774.2, 

empleada en los experimentos de microscopía electrónica. Sin em-

bargo, en los ensayos preliminares de quimioluminiscencia no se 

observaron evidencias de estallido respiratorio con ninguno de 

los microorganismos empleci.dos·,- ·incluso con las partículas ·ae zi ... -

mosano, razón por la que recurrimos a la utilización de otro tipo 

de c~lula fagoc1tica. 

Los resultados con esta metodología al util'ízar rnacr6fagos P!:_. 

ritoneales de ratones normales, se pueden apreciar en la figura 

9A,.donde se muestra·la ausencia de emisión de fotones después de_ 

15 min de fagocitosis de levaduras de ~· capsulatum, co~portándo

se estos macr6fagos de modo similar a macr6fagos no infectados, 

los cuales fueron utilizados como testigos de no estimulaci6n del 

estallido respiratorio. Por· otro .-l·ado ,. !:!· ."tuberculosis produjo 

una·estimulaci6n del mecanismo oxidaCivo.a los 7 min, con una 

c.p.rn. de.50xlo 3 , siendo que el-zimosano que funciona como .testi 

go -positivo· de ·estimulaci6n '"·dia ~en ·'casi =todos ---l:oS ---tiempos - lec tu"·· 1 

ras superi~res a 2ox10 3 c.p.rn. La figura 9B muestra los eventos 

al tiempo cero· de fagocitosis; cc:m::> la ·1nducci6n de la internali

zaci6n ·es .dependiente _de .1a temperatura a 37~C, este tiempo_fue 

procesa~o corno un testigo de internalizaci6n no inducida. 

Se -observ6 \.que . en rcond:bciones .~no •1favorabl_:es :de :intei:nal.±z a~ a. -

ci6nr.-los ·.macr6fagos ~--normales.;:: así: como .. l.os ::.macr6.fB.gos ·infeC~ _: 

dos con Histoplasma se comportaro_n de manera similar.; No así ·los 

macr6fagos .infectados.con.ª.tuberculosis que fueron capaces de 

disparar ·el ·_e.stal.li.dO ~·respi:riitorio·ien .ios :::diferentes "-tiempos 1-:~!_a~ 
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3 canzando lecturas de hasta 4Qx10 c.p.m.y dando valores superi~ 

res al testigo positivo de zimosano. 

...--· ....... 

. ;;,>) ._:: 

._;; ---·-- ...; .. -
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DISCUSION 

En general, los estudios de fagocitosis de la célula fGngi

ca, dejan al azar la posibilidad de contacto de la partícula fG~ 

gica.con la célula fagoc!tica. 

Corno el presente trabajo estaba orientado a establecer la ci

n~tica de _internalizaci.6n, . .fue .necesario .. inicialmente .. uní.formar. 

la etapa de adherencia de los microorganismos a ser fagocitados 

y, consecuentemente, el in6culo. Se procedi6 a la sincronizaci6n 

de ·la adherencia de los microorganismos a 4°C por 1 h, antes de 

la inducción de la internalizaci6n a 37ºC, para garantizar que 

en la mayoría de los macr6fagos se encontraran adheridos un nGrn~ 

ro homogéneo de microorganismos, minimizando as! los posibles 

errores derivados de una adherencia al azar. 

En un trabajo previo utilizando macr6fagos peritoneales de 

rat6n l30], se obtuvieron evidencias que sugieren un retardo en 

la ·internalizac·i6n 'de .levaduras 'de::.!!· :capsulatum "con·crespecto-_a_ -

lo observado con ~.tuberculosis. Sin embargo, el uso de una línea 

celular. :de cmacr6fa·g~ ¡ :constitu.tda:cpo:i::una :pobl:aéí6:zidnás.iliorilog~-,. . .'" · · 

nea de células f agociticas mantenidas por largo tiempo in ~, 

permiti6 establecer. con mayor.precisi6n que el.retardo.en la.in __ 

ternalizaci6n del hongo es un hecho real y no un producto de las 

diferencias de activaci6n de la poblaci6n ·macrofágica,- cuando la 

fuente de células fagocíticas proviene directamente de un animal 

que_ .puede· estar. ·::.sujeto ·:a una. amplia -g~a ··de ·.est.!lnulos .-·~·La '1!nea .:· -:: 

celul.a:c ·.J7 7 4 .. 2, .:.obte.nida ~de :un ,:ret'Í.culosar-corna·-:de ·-:ra t6n ¡>1a pesa.r. ""'.r. 

de tener un alto grado- de homogeneidad, guarda al mismo tiempo 
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cierta heterogeneidad morfológica y posiblemente funcional, a 

causa de variaciones en el tamaño de los rn~cr6fagos y por él he 

cho de que algunas células no ejercen la función fagoc!tica. No 

obstante lo anterior, los resultados obtenidos al utilizar los 

macr6fagos de la línea celular J774.2, no fueron diferentes a 

los obtenidos con rnacr6fagos peritoneales de ratón C·.30] ~ confi!_ 

mando que existe un retardo en la internalizaci6n de levaduras 

de Histoplasrna. 

Wu-Hsieh y Howard [.25] describieron que las células levadu

riformes liberadas de macr6fagos activados después de 20.5 y 

44.5 h de residencia intrarnacrofágica, germinaron igual que las 

células liberadas de macr6fagos normales. Esto indica que el 

hongo puede sobrevivir dentro de los fagocitos. Esta capacidad 

está en relaci6n con el na.mero de microorganismos y el número 

de macr6fagos utilizados. La determinaci6n del indice fagoc!t! 

co 130], señala que una relací6n levadura/macr6fago de 5:1 

. (5~10 6 levaduras/ lxl0 6 macr6fagosl; constituye una dosis re-

solutiva de la infecci6n in vitre y muchos macr6fagos se en

cuentran .íntegros:' a las 24 horas .:....Mientras que,--por- -10 contra--- -- · 

rio, la relaci6n 50:1 (Sx10 7 levaduras/1x10 6 macr6fagos) corre!!_ 

pende a una dosis no resolutiva de la infecci6n. Esto podría e~ 

plicar el hecho de que no se encontraran macr6fagos a la obser

vación tanto por microscopía de barrido como de transmisión en 

las muestras de 24 h de fagocitosis, debido ~ que fueron dañados 

por el hongo y desprendidos de la lenteja a conseciuencia de su 

muerte. 

La adherencia de levaduras de Histoplasma se ve ilustrada 

., 
' 
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en diferentes figuras (Fig. la, lb, 2a, 2b)_ mientras que la adh!:, 

rencia y fagocitosis de ~.tuberculosis no fue perceptible por m~ 

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

observándose unicamente·-rnacr6fagos· alterados que. presentaban múl 

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

tl•tuberculosis causa un daño más intenso y rápido a la célula f~ 

goc!tica y su presencia en el interior de lo macr6fagos, se de

termin6 por microscopía de transmisión desde los 5 min de fagoc! 

tesis (Fig. 5). El hecho de que se encuentren levaduras de 

Histoplasma adheridas a la superficie de macr6fagos aún a los 60 

rnin._(Fig. 4a) a pesar ·de -·1a ·sincronj.-z-aci6n, apoya· .. la ·aseveración 

de que el ·hongo entra tard!amente .a la célula . ..fagocitica. Des

pués de 3 h de fagocitosis, posiblemente se culmina el proceso 

de internalizaci6n y se define el destino del hongo intramacro

fágicamente, ya que no existe hongo fuera de la célula fagocít~ 

ca. 

Por-.lo anterior, .. se .. sugiere que .J.as .J.eVaduras .de .H..capsulatwn, .. ·l 
a diferencia del bacilo _tuberculoso, .llevan a cabo su internali

zaci·6n '"en ·un período '"aprqxi-ma:do -'de .:15 1a 30 m·in;i"e·· incluso··tle -has- -

ta 60 mini y que este mecanismo es independiente de la cantidad 

de levaduras utilizadas, puesto que la cinética ·de inte.rnaliz~ 

ci6n de g.capsulaturn .fue similar en ambas relaciones de parási

to/macr6fago empleadas. Sin embargo, las dosis marcan diferencias 

en. cuanto .. al ~destino.-del..,.hongo ~.una .vez ~internalizado ,. -Yª q14e ..la - . 

rel·aci6n .5:1 ·permite a· a·lgunos nacr6fa:gos ·resolver.-la ~infecci6n{

no·as! la·relací6n·50fl. 

Para confirmar los eventos observados .. por. microscopía elec- . 
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tr6nica, se procedió a la utilización de µna técnica que perrniti~ 

ra evidenciar la presencia del microorganismo dentro del fagoc~ 

to a trav~s de un evento cuantificable. Para esto, se llevó a ca 

bo la medición de l.os mecanismos oxidativos disparados por la 

presencia del microorganismo intrafagociticamente. Entre las m~ 

~odologías existentes para determinar los mecanismos oxidativos, 

se eligió la quimiolurniniscencia por ser la más sensible y disp~ 

~er de los elementos necesarios para llevar a cabo su elaboración. 

Inicialmente se empleó en estos experimentos la línea celular 

J774.2, sin embargo los resultados preliminares no mostraron es 

~allido respiratorio, hecho que fue respaldado por el comporta

=iento de una l!nea celular relacionada, la J774.l, la cual fue 

Cescrita como deficiente en el estallido respiratorio [37]: Por 

~al motivo, par~ la determinación de quimioluminiscencia fue n~ 

=esario cambiar la c€lula fagocítica utilizando macr6fagos per!. 

toneales de ratón, de los cuales ya existían antecedentes sobre 

el tiempo de internalizaci6n por miciOsCop!a electrónica [30]. 

Los resultados demostraron que. ~.capsulatum no fue capaz de 
' . -- - -- - ' - - ~ . . -- - . - -- ! i. ... - - - - . 

estimular el estallido respiratorio aún-a-los 15 min de fagoci-

-=.osis, tiempo ideal es~ogido para determinar el estallido con 

~ase en los resultados de microscop!a electrónica, que suger!an 

=na internalizaci6n entre los 15 y 30 minutos. 

Considerando que los testigos de zimosano dieron respuesta 

?OSitiva y que !1_.tubercuiosis prodUjQ. UI}a res~1uesta oX.idativa 

?Or parte del fagocito, hecho por dem§.s conocido [38]·, nos en-

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

e1 estallido respiratorio y utiliza esto como un posi?le mecani~ 



28 

mo de escape a la muerte intramacrofá.gica,o bien ~.capsulatum 

no es internalizado en cantidad suficiente para producir el e~ 

tallido oxidativo a los 15 minutos. Durante la realizaci6n de 

nues.tros experimentoa.:se .:pub1.ic6. :-la _:información _obtenida por 

Wolf et al. [391., de que efectivamente !!.• capsulatum inhibe el 

estallido respiratorio e incluso es capaz de suprimir la res

puesta al zimosano en macr6fagos preincubados con el hongo. E~ 

tos resultados sugieren que la quimioluminiscencia no es una 

t~cnica indicada para determinar la internalizaci6n de ~.capsulaturn, 

raz6n por la cual no se justificaba proseguir la determinación 

de guimioluminiscencia _en __ ti.empos- :má.s .. largos ·de fagocitos-is. 

Esta caracteristica de inhibir el·estallido respiratorio..no 

es exclusivo de Histoplasma, puesto que mecanismos similares se 

han descrito para Mycobacterium leprae [.40]_ y Toxoplasma qandii 

C.411 • 

Cabe .mencionar. _que _e.l _estallido .respiratorio no s6lo .se da 

por la internalizaci6n Ce partículas o microorganismos que son 

capaces de estimular el mecanismo oxidativo;·-en ·ocasiones basta 

la ·1uni6n .'de .-un :ll.igando.-receptor cpara..xque·1 se :.dispare.1el (:_estalli-: 

do respiratorio [42]. Tal es el caso cuando las partículas son 

opsonizadas con IgGs induciendo la participaci6n de receptores 

Fe (FcJ!'R) .!! O] • Aunque se sabe .que cno :·todos .. los ·receptores . pa;:_ 

ticipan en este evento, por ejemplo, los receptores c3b y c3bi 

promueven·~,la ;fagocitosis/ :·-pero '!DO '"1a JJ.:iberaci6n éde cproductos (.·~

t6xicos lie .coxfgeno. - [16, ,43 ·1.~. Por''· tanto, ·:en ·el.a .ltletodologfa ·. 

de quimiolwniniscencia se tuvo el cuidado de no utilizar·micro

organismos .opsonizados. .. .-para .evitar-.el .disparo del. estallido 
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respiratorio previo a la internalizaci6n del microorganismo. 

En vista de que la quimiolurniniscencia no fue una t~cnica 

ütil para corroborar el evento de internalizaci6n, en la actua 

lidad en nuestro laboratorio se busca implementar otras metodo 

logias que apoyen, con datos cuantitativos, a las observaciones 

de la fagocitosis de Histoplasma por microscopia electrónica. 

En ese sentido, en un trabajo realizado utilizando el marcaje 

de membranas del fagocito con125I por la t~cnica de lactopero

xidasa/glucosa oxidasa y dirigido a estudiar la participación 

de receptores Fe en la.fagocitosis de Histoplasma , se encontró 

que la opsonizaci6n de levaduras del hongo con IgG anti~Histoplasma 

no aceleraba la internalizaci6n del hongo y que ~sta se reali-

zaba en el tiempo ya señalado de l.5 min de fagocitosis l44). 

Aunque no podemos extrapolar nuestros resultados al fen6me 

no fagoc!tico ocurr1do f!!. ~, ástos aportan algunas evidencias 

-al conocimiento del binomio macr6fago/hongo ;· asi -como ·diferencias 

comparativas con otros parásitos intracelulares. Para corroborar 

?ues~ras observaciones, planteamos la necesidad de utilizar má-

todos cuantitat1vos,' --·taie!s como ·el 'marcaje ~c'6n·-raa1o·is·6tOpós;-( 

con el objeto de establecer un mejor conocimiento sobre la fa

gocitosis y cinética del tiempo de internalizaci6n de !!_.capsulatum. 

,_;-• -- ··.-~: •. . ··1 o~ 

1 
' 
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CONCLUSIONES 

I. Las levaduras de Histoplasma capsulatum llevan a cabo su 

endocitosis (internalizaci6n) en un período comprendido 

entre 15 y 30 min, a diferencia de ?-lycobacterium tubercu~ osi~; 

II. La internalizaci6n de ~· capsulatum es similar independie~ 

temente de la dosis utilizada (Sx106J sx107 levaduras/rol). 

III. Con la dosis baja resolutiva los macr6fagos son capaces de 

resolver la infecci6n mientras que no lo hacen con la dosis 

alta. 

IV. Se comprueba que ~~ capsulatum es capaz de inhibir el esta 

llido respiratorio en macrófagos. 
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ABSTRACT 

Phagocytosis kinetics of Histoplasma capsulatum yeasts was studied 

in murine macrophages by synchronizing the yeast inocula and 

internalization, at 4 ºC far 1 h during the adhere.nce phase, to 

allow a better contact of phagocytes with the yeast cells. To , 
determine the yeas~internalization time by macrophage, phagocytosis 

was·realized at 37ªC with different times of incubation: O, 5, 15, 

30, 60 min, 3 y 24 h. Phagocytosis was monitored in a rnacrophage 

cell line (J774.2) by transmission and scanning elcctron microscopy 

and in BALB/c mice peritoneal macrophages by chemiluminescence far 

oxidat:i.ve rnechanisms determination._ Mycobacterium tuberculosis was 

used as a reference rnicrorganisrn. 

Results showed that Histoplasma yeast phagocytosis was delayed in 

contrast with tubercle.bacilli and J774.2 macrophages internalized 

yeast cells in approxirnately 15-30 minutes. Although ~· capsulatum 

was observed in an increased nurnber inside the rnacrophages only 

after 15 min of phagocytosis, !:!· tUberculosis was de_tected earlier 

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

min, whereas ~· 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 li· capsulatum inhibit~the 

respiratory burst, whiÍe zymosan and !:!· tuberculosis controls 

induce the macrophage oxidative burst. 
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ESQUEMA I 
39 

FAGOCITOSIS DE Histoplasma capsulatum POR MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA 

DISENO EXPERIMENTAL 

!:!· capsulatum M. tuberculosis. 

levaduras 

1 1 
INFECCIÓN INFECCIÓN 

' ' Macr6f agos Macr6f agos Macr6f agos 

J774.2 J7l4.2 J774.2 

~SINCRO IZACIÓN~ 
(ADHERENCIA) 

( Q 1 
1 

1 h a 4ºC 

(INTERN~IZACIÓN) 
A DIFERENTES TIEMPOS 

5'' 24 h) 15'' 30,,60', 3 y 

37ºC, 5 % de COz 

FIJlCIÓN 

Glutaraldehido al 2 % 

_-! , 
MICROSCOPIA ELECTRONICA 

_/ 
TRANSMISION BARRIDO 



ESQUEMA 2 
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F~l'roSlS DE Histoplasma capsulaturn POR LA TOCmCA DE QUil-llOLUMDIISCENCIA 

DISENO EXPERIMENTAL 

.!!· capsulatum M. tuberculosis 

leva,uras 1 , 

INFECCIÓN INFECCION ' . ' Macr6fagos Macr6fagos 1"1acr6fagos 

J774.2 y J774.2 y J774.2 y 
peritoneales de rat6n peritoneales de rat6n peritoneales de rat6n · 

............... . • -~ 
~SINCRONIZACIÓN~ . 

(ADHERENCIA) 

1 h a 4°C 

,,,,~,,~,.,, 
. O min 15 min 

CONTROL·: 37°C, 5 % de C02 ..... ___ _ 
~/ 

""T'º' 
LECTU1!A .EN ::oN ".CONTADOR'.DE 'CENTEJ;I;Eo-~ 



J 

Fig. 1. f.1icroscop!a de barrido de la fagocitos is de levaduras 
de !:!:caosulatum. Tiempo de fagocitosis de 0-5 min, utilizando 
macrófagos J774.2 con· diferentes dosis de levaduras. a) Rela
ción parási to/rnacrófago 50: 1; ·b) Relación par§.sito/macrófago 
5: 1. Las flechas indican levaduras adheridas .. Barra = 1 Oµm .. 

41 



Fig. 2. l•ticroscopfa de barrido a los 15 min de fagocitosis 
de B.capsulaturn. Se utilizaron macr6fagos J774.2. a)Relaci6n 
50:1; b)Relaci6n 5:1·; c)Macr6fagos presentando huellas de 
endocitosis (internalizaci6n). Las flechas indican levaduras 
con gemaci6n en la figura (a), así como huellas de endoci
tosis en la figura {e). Barra= lprn. 
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Fig. 3. Microscopia de barrido de la fagocitosis de 
M.tuberculosis. Tiempo de fagocitosis de 15 min utilizando 
macrÓfa9os J774.2, relaci6n par&sitó/macr6fa90 de 5:1. 
Se observa ·un macr6fago destruido .presentando-en.- su .. super-. 
ficie alteraciones semejantes a perforaciones. ·Barra = 1J1In. 

43 
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Fig. 4. l-!icroscopia de barrido en tiempos largos de la faqoci 
tesis de ff· capsulatum por macr6fagos J774.2.a) 60 min de-fag2 
citosis;relaci6n 50:1, barra= 1 µm; b) 3 h de fagocitosis, re 
laci6n 5:1, barra = 1 pm; e) 24 h de fagocitosis, relación S:T, 
barra = 100 µm. Las flechas indican levaduras adheridas. 



F.±9. S. Microscopía de transmisión de la fagocitosis de 
l:L· tuberculosis .• -Tiempo . ....de ·-fagocitosis de -0-5 ·rnin -util·izando 
macr.ofagos . ..J~77·4·;2 ·Y-· una .r.elación .de :parásito/macrÓfago ~ae -~-
5: l·; (30.000X) .• Las . .flechas·~indican la ·presenci·a· :de ·parás·itos 
intracelularmente. 
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Fig. 6. l-Iicroscopía de transrnisi6n de la fagoci tesis de 
~- capsulatum por macr6fagos J774.2~ Se ut{liz6 una relaci6n 
de par&sito/macr6faao 50:1. a) 15 min de fagocitosis (21250X); 
b) 30 rnin de fagocitosis (36000X). 
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Fig. 7. Microscopía de transmisión a los 15 min de fagoci
tosis de M.tuberculosis. Se utilizaron macr6fagos J774.2 

.y una relación parásito/rnacr6fago 5:1 (26 OOOX). Las fle
chaa~indican pseud6podos en diferentes P1ai;os. 

Fig; 8. 
tesis de 
relación 

.Microscop.ía .de 'transmi·si6n .·a los .60 :rnin ~de :·fagoci"':::.!.
~.capsulaturn. Se utilizaron macrófagos J774~2 y una 
parásito/rnacr6fago 50:1 (21 280X). 
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Fig. 9. Determinación de la quimioluminiscencia en macró 
fagos peritonenles de ratón. Se utilizó ltuninol como am
plificador de emisión de fotones y las lecturas se obtÜ 
vieron en un contador de centelleo (ver materiales y mé 
todos). A) Fagocitosis con 15 min de incubación a 37°C, 
5% de C02. ~ zimosano (10 mg/ml) ,-------
macrófagos (lXlO cels/ml) sin estimular, CJ-0--G rna 
cr6fagos infcctndos con !'1. tuberculosis en relación 5071,. 
~ macrófagos Infectados con g. capsulaturn en 

relación 50:1. B) Testigo de cero min de incubaci6n , 
o--Q---0 zimosano (lOmg/ml), ------.- macrófagos 

(lXlQb· cels/ml) sin estimular, CJ--D--..D macrófaoos in 
fcctados con 1~. tuberculosis en relación 50:1, ~
macrófagos infectodos con .!:!· capsul?tuin en relación SCJ:l. 
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APÉNDICE 

MEDIOS Y SOLUCIONES 

MEDIOS DE CULTIVO 

BHI (Infusión cerebro-coraz6n). 

BHI (Biox6n,Mex.) •.••••••••••••• : •••••••••••••••••••• 37 g 

Agua destilada ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 950 rnl 

Se hidrata el medio y se esteriliza a 15 lb de presi6n duran-

te 20 minutos. Posteriormente se suplementa con: 

Hidrocloruro de L-cisteina........................... 1 g 

Glucosa. • • . • • • • • • • . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1 O g 

Gentarnicina (Scherarnex) • • • . • • • • • • • • • • . • • • • • • • • • • • • • • • 100 ).lg/rnl 

Agua destilada........... • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 50 rnl 

Esterilizar por filtración con membrana Millipore de 0.22 pm. 

MEMO (Medio de Eagle modificado por Dulbecco) • 

MEMO (Microlab) • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 13. 4 g 

Bicarbonato de sodio. .. • • • • • • • • . • . . • . • . • • • • • . . • . . • . . • • 3 . 7 g 

Glucosa •••••••••••••••••••••••• _ •• -•• ~ •• ·-~--· ••••••• ,,, ··-~:~~:. ·:..:.~3 ..:.~.:.:-9..::.i..;;..

' L-glutarnina...... • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 10 g 

Agua destiJ.aAa •.•••••••••••••••••••••••• ; •••••••••• ; l 000 rnl 
' ' - ' . . 

Penicilina (Lakeside) ••••••••••••••••••••••••••••••• 100 U/rnl 

Estreptomicina (Lakeside) ••••••••••••••••••••••••• 50-100 p.g/rnl 

Una vez hidratado y suplementado el medio se ajusta a pH 7.0 

y se esteriliza por filtraci~ñ ·-con- membJ:.B.ña 'MiiiiP--¡,r~·- dr;·-·c>:-22-~. 

Antes de ser usado, ºse agrega 10% de suero fetal de ternera 

est~ril, previamente inactivado por calor a SGºc durante 30 mi-

nutos. 
ESTA TESIS NO DEBE 

SlUR DE LA ·bllU..IUTECA 
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PBY (Medio de cultivo Proskawer-Beck modificado por Youmans). 

Asparagina. . .. . . . . . . . . . . . . . . . ... . . . .. .. .. . . . . . . . . . . .. . . . . . 5 g 

Fosfato monopot&sico................................ 5 g 

Sulfato de potasio................................... o. Sg -

Glicerol. . . • • • . • • . . . . • • • • • • . • • • • . • • • • • • . • • • . . . • . • • • • 50 ml 

Cloruro de magnesio ................ ............................. O .197g 

Agua destilada •..•......••.•.••...••.•.••.....•••••• lOOOml 

Se hidrata el medio y se ajusta a pH 7.0. Se agrega el si-

guiente reactivo. 

Citrato de sodio .......................................... ; .... O. 68g 

Se esteriliza a 10 lb de presi6n por 10 minutos. 

SOLUCIONES 

SBS (Soluci6n balanceada de Sales). 

Soluci6n I 

Dextrosa •••••..•••.••.•••••..••••.•••••.•••••..•••••.. 10 :g -· 

Fosfato de potasio................................ O. 66g 
monobfisico anhidro. 

Fosfato :de :'.soditi.'.;: ••••.••••••••• ·'. __ •••••••••••.••••.. O. 9'25tj' ':; 
dib&sico-anhidro. 

Rojo de fenoL al. 5% en agua •..•.•••.••••.•••••••••• 2 ml 

Agua destilada ..•••.•.••..•.•••• : •••••.••.•...••.• 1000 ml 

Soluci6n II 

Cloruro de calcio anhidro .......................... l.4Sg 

Cloruro ·de ··potasio• . .; .......................... -· ..... .- .... .. . 4 ·g 

Cloruro ·de'.sodio.·: ........................... ~ ............... . 80' g 

Cloruro de magnesio anhidro ......... . ~. . . . . . . . . . . . . 1. 04g 
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Sulfato de magnesio 7H 2o ..••.....•.••.••..•....•.• 2 g 

Agua destilada •...••••• :.......................... 1000 ml. 

Mezcla (SBS). 

Soluci6n:I. ;· •••••••••••.••..••••••••••••••••••••••.. 100'.'Jftl.;:.: 

Solucion II ........................................... . 100 ml. 

AgÚa .destilada •.•.•.••••.••..•••••••..•..••..••••• 800 ml. 

Se ajusta a pH 7.0 y_se esteriliza por filtraci6n con mem

brana Millipore de 0.22 µm. 

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

Cloruro de sodio........ . .. .. . . . .. .. .. . . . . .. .. . . . . . .. . . . .. . . 8 g 

Cloruro de potasio. . . . .. . . . . . . .. . .. .. .. . . . . . . .. . . .. . .. .. .. . . O. 2g 

Fosfato de sodio·dibásico7anhid~o· ................ 0.95g 

Fosfato &cido de potasio anhidro ......•.......• 0.2g 

Agua destilada.................................... lOOOml 

Se.ajusta el pH· y se esteriliza a 15 lb de presi6n por 

20 ~minutos. 

SSI :.( Soluci15n ::sal:ina ~:i.sot6nfca)·...:; .. 

Cloruro de sodio •. : .•............•...•............ _0.85g 

Agua destilada •••••.•••..••..•.••• "'.............. 100 ml . . . 

Soluci6n de azUl tripano. 

Azul tripano •••...•.••••••...••..••.••.••..••.•.•• o. 4 g 

Soluci6ncsalina 1·:isot6nica~: .... ......................... - . l 00' m1, 
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HCl (Acido clorhídrico) lN 

HCl ·concentrado. . . • • • • • • • • • • • • • • . . . • • • • • • • • • • • • • . • . 9 ml 

Agua destilada ..••. ,......... • • • • • • • • • • • • • • . • . . • • • • 100 ml 

NaOH (Hidróxido de sodio) lN 

NaOH........................................ • • • • • . • 4 g 

Agua destilada •..•••.•..•••••.•••••••••••. : •••••.•• 100 ml 

Amortiguador de cacodilatos O.lM, pH7.4 

Solución A (Cacodilato de sodio 0.2M). 

Cacodilato de sodio. • . • • • • • • . • • • . • • • • • . • • • • . • . . • . • • 4 2 • 8 g 

Agua bidestilada.... . . • • • . . • . • . . • • . . • • . • . • • . . • • • • • • 1000 ml 

Solución B (Acido clorhídrico 0.2M). 

Acido clorhídrico al 37% .................... · ••••• ,.. 10 rnl 

Agua bidestilada ••••••••••. • •..•••••.••.•••.•.•.•..•• 603 rnl 

M~zclar 50 rnl de la solución· A y 2.7 ml de la solución B, Afo

rar a 100 ml con agua bidestilada para obtener una molaridad 

·de O.lM. Conservar en refrigeraci6n en frasco ámbar. 

Amortiguador de maleatos al O.lM, pH6.0 

Solución A (Acido rnaleico 0.2M) 

Acido rnaleico. • • . • • • • • . . • • . • . • • • . • . • • . • • • • . • . • • . . . • • 23. 2g 

Agua bidestilada. • . • • • . • • • • • • • • . . • • • . . • • • . . • • • . . . . • . lOOOrnl 

Solución B (l!idr6xido de sodio .o. 2M) 

Hidróxido de sodio". •.••••.•••••.•.•••••..•.•••••...• 8 g 

Agua bidestilada.; ••..••••.••...•..••••...••••••••. , lOOOml. 

Mezclar 50 rnl de solución A y 27 ml de solución B. Aforar a 
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200 rol con agua bidestilada para obtener una molarid~d deO.lM 

y pHG.O. 

'Oranilo en, amortiguador .. :de (maleatos .~,..,. 

Acetato de uranilo .....•...................••.•..•..• 

Amortiguador de malea tos O. lM, pH 6. O •••••••••••••••• 

.o.s g 

100 ml 

Disolver hasta lograr una solución ·cristalina· de -uranilo .al .. O. 5%. 

Conservar en refrigeraci6n en frasco ámbar. 

'I·etrf.>xido de osmio. 

Tetr6xido de osmio (Ted Pella, Inc.) •••••••••••••••• 

Agua:.: bidest·ilada •:~ •.•••. ; .•.•. _ - _ ...................... _ ....................... . 

Lavar la ampolleta de tetr6xido de osmio y el recipiente de la 

soluci6n con mezcla cr6mica y agua destilada varias veces. Romper 

la ampolleta y colocarla eñ_el recipiente, agregar agua bidestila

da{lcDejar.creposar . ..:-por . ..24 .Jl· 1., prote.jida,de. la _l.uz.,.~ntes...:de :u:- -

sarlo. Todo este proceso ·se realiza con campana de extracción.' 

Preparac±6ri '."de ~J;a ~esi-na;:"". 

Epon 812 (Fluka) •••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

MNA (Methyl-norbornene-2,3-dicarboxylic anhydride) •• 

DDSA (2-Dodecenyl - succinic-anhydride) ••••••••••••• 

4.4 ml 

1.9 ml 

3.7 ml 

Agregar a cadn 10 ml de resina, el siguiente catalizador. 

DMP3 0-__ ( 2¡4·, 6-tris-dimethyl:aminomethyl-phenol-)-.• .' ••••• 

Real:izar .1a :mezcla- :a temperatura ambiente -durante-JO -min·,~ ~pro-·:

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

Acetato de uranilo ........ .............•...... • .. · • • 

Agua bidestilada •.••....••......•••••..•••••••••••.• 

0.3 g 

10 ml 

Mezclar y agitar hasta formar ~na soluci~n cristalina. Fil

trar con membrana Millipore 0.22 pm y cubrir con papel alu

minio para proteger de la luz. 

Solución de plomo 

Nitrato de plomo.................................... l.33g 

Citrato de sodio.................................... l. 76g 

Hidr6xido de sodio al O.lN.......................... 8 ml 

Agua bidestilada hervida y fría..................... 30 ml 

Agregar los dos primeros reactivos y el agua bidestilada 

hervida y fria a un matraz aforado de 50 ml. Pos~eriormen 

te añadir el NaOH y aforar a 50 ml con agua bidestilada. 

Proteger de la luz con papel aluminio y conservar en re

frigeraci6n. 

··Glutaraldehído al 2% 

Glutaraldehido al 25% ..••..••..••••..•••.....•.••.•.•.. 8 ml 

1\mortiguador de cacodilatos O.lM,pH 7.4 .•••.•••••.•.. 92 ml 

Mezclar y conservar en refrigeración en un frasco ámbar. 

Amortiguador de fosfatos 20mM, pH7.3. 

Fosfato dibásico de sodio. anh>.dro .• ; ; ;; • -;; ; • ~ . . • • • • . 2. 3004g 

Fosfato monob~sico de potasio anhiüro .••.......•... 0.52069 

Agua destilada....... • • • . • . • • • • . • • • • • • • . • . • . . • . • . • . . 1000 ml 

Se ajusta -e.l pH y se mantiene en refrigeraci6n. 
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Soluci6n de Luminol (Eastrnan Kodak Co. USA) 

Luminol ( 2 ~ 3 dehidro-1, 4 ftalacinediona. • • • • • • • • • • • • • O. 771 g 

Amortiguador de fosfatos 20 mM, pH 7 .3 .••.•••••••••••• 1000 ml. 

Los' reactivos se sonifican a 80 ciclos por. segundo, coloc~~d~ .. 

se posteriormente en un baño de hielo para evitar su calenta 

miento. La soluci6n resultante se filtra con membrana Millip.2_ 

re. O. 22 AUD.. Se mantiene en refrigerador protegido de la luz. 

:.' .:.=.:.... __ ......:. ____ ~---

_______ -;_ ·--- _____ :_- -- - - - . 

\ 
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