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KRESUMEN

Existe poca imformaciérn zobre la participacion de recepto-

res 2n la fagocitosis del hormge Hiztoplazma capzulatun. E1 pre-

zente trabajo esta orientado & valorar =1 papal de loz

de manoza/fucoza Jde macrafaaoz murinos en la fagocitosis

duras de H. utilizando para 2sto doz Ligpos

wume por bloguec Jde reteptores ot ligandos competidores D(+) ma-
rmoza o metll-a-D-nanorp1ranasa, y =] otro par atrapamizntc e re-
ceptorez en un g2l de acido f l—ed4-D-palimanurconico. La tagocl-

tosi1=  de comnpetidores  ma=tro

menor  porcentale aue el testigo zain competidor  (20,5X). zienda
los  resultados de 11.5 y 7.5% core L(+) manosx vy =l metll-g-li-ma~
NGPIraross, respectivamsnte. Se encontrd una diferancia ziamifi-

cativa (pq 0.005) entre =] testige y los valores para cada ligar-

da. Los datoz para el hongo

=, utilizado como ml-

w

croorganizne de referencia, mostraron un 23% de fagocitozis  con
D(+) marosa vy 31% con =l metil-a-De-manopiraneza, azl oone =] 383
Para =] testige de fagocitosiz. Lot enzayos de atrapamiente  de

receptores mostrarcon una diferencia (pg 0.02) amtre =1 testige de

la fagocitosizs de H.cap

ulatum (40.5%) y la fagocitosziz abterida

m

2 presehcia del acido B [—d-D-polinanurdnico (29.5%), miz=ntraz

aue no se cbhtuve diferercia en la fagocitesiz D
mods  general, C.albicanz rFrezentd un porcentaje de fagocitosiz

n&s zlevado que H.capsulatum., Loz indiczs fagociticos para atbos

microorganmizmoz =n los dos tipog de experimentos fuercn imllares,
chzarvandosa que la mayoria de loz macrdédfagos Fagocitaror os 1 oa o

levadur =N mernotr proporcidn de 3 a &y szcazamente mnas de A,




INTRODUCEIEN

De aran interes ba =zi1do,  en 1oz ultimos aRoz. <1 sstudio de

anfarnedades 1nfecciozas talez come las micozis profundas. pradu-

Sidas  par  hon moroezcepicos que atxcan los tejidos vy qus  2n

alounos cages conducer & la uerte del indivaiduo, Lemtro o8 estas
micoz1s, la Mmzteplaznosizs anericana e considera en Mexico
padecimianto de &lte riesso, scbre tode @ individuos  suscepti-
Bles qua, per ratongg de trabaje sn recinteos cerrvades, =2 ven

axprzstos al habitat natural del agents cauzal de la enfermedad.

1 cuxl 22 ancuentra en rdestro pais prarferentemente an cusvas o

hd

minas abandonadas dorode se conforma =u micho eccoldégica (1, 2).

El  agente =ticlagicoe de asta

capzulatun Darling 1906, =2z un horgo dimdriico que e encuentra

&N la maturaless 2 farna micelial. prezentande nicro y macrono-
NMidiaz v paquedn: Tragmantos de hitas que, al zer dispsrzadas 2
1inhaladas, z& inztalan en &l tejido pulmonar del fwesead, donde

ercuentrarn las adecuadas para convertirse a la  forma

Facultativanents 1htracelular

Farazitaria de
ot ung marcada sreTErencia por 2l siztama Fagocitico mormonuclasr

(2,

P

3. Erv gcondiciorms de latoratorio, H.capsulstum pusede culti-

varze an madies artificialaz a temperaturs amblenbe s forna

w

micelial v 2t medic zuslementade con ciztainag a I7°0C en forma  de
lavadura (3,37,
La tastoplazmazis 22 uns enrermnedad que én nuchsz cazos bie-

PeR L ks berienog 21 embae o, cuarda la infeccidn pProspera,




la interrogante  wluales zon log mecarizmnoz de que =2 vale =1

tongo para 1nstalarze en el huésped ¥ noz lleve a cussticnar la

aficacia de loz mecaniznoz de resiztencla del nugzped vy en parti-

sular del fadocito para 1mpedir zu proliferacidn. S ha propussto
Aue, bajo clertas circunztancias, =1 honao cusnta con necanismnos
Propics para zcozlavar el siztema de defersa, = incluzo puede2
escapar al =fecto Sitocida de los fagocitoz, mtnbirendo la ero-
duccidn de metabolitoz oxidatives, como se ha descrito er macro-

fagos infactadoz com H (5,6,7).

El destina del hongo una vez ragocitade ez &l evento més 1m-
Portante para definir el curso de la infeccidn, razén por la cusal
el conocimiento profunds de la interaccidn ceélula huésped/parasi-
to =es de primordial interés.

El procese  fagocitico conpr=tide una cascada de aventos jue
ze digpatarn a partir de un contacto primario entre 2] fagqocits v
la particula faancitable, en =2l case, &l pardzite (hongen .

fara 21 procezc por medio del cual laz células sucaricorbes
introducen materialez =zdlidoz v liquidos del medic extracelular,
mediante la formacion de vacuolaz fagociticas. =e utilizarm dos
términcz sonvencionales para diferernciar =l tipo de matzrial 1=
Qeridos asi, =ze llama pinocitosis cuande la celula  introducs ne-
léculas solubles (<1,Sp) vy fagocitoziz cuando se btrata de particu-
laz (>0,5p) (2,%). Sin embarao, este criterio para defimr la in-

Qezt1drn celular == hasta cierto punto arbiltrario, ya guse no exiz-

te ur tamafin aexacto de la particula que separe & anbos pro

tampoco zom procezoz excluyente el uno del otro (9).

do, =1 terming endacitosle e reserva para la ingsstidn de molé-
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culas zolublez & traves de receptores y =2 llana Nerdacitosiz me-

w

diada por recepiorec” o lo que corrscponeds, 0 2launos Caso
"pirocitosis  mediada por receptores’. La fagocitozis z& realiza
también a travez de receptorss cuando promueve la introduccién de

ica. Aungue e siaue enelearndo 2l
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termine fagocitozis paora denominar al fendmaro mediante =1 cual

una particula e 1rgerida y posteriornente digerida, actualnente

existe el canzenzo, shtre loz investiaadores aQue eztudian rafoci-
toz13 de microoraamismos, para dercmirar fagocitozis  exclusiva=
mente a la etapa Jde 1ngestion, llamandose a los eventas posterio-
res por zeparado: fuzidén fagosoma-lisosoma, digestidn y execitosis,.
La etapa de ingezticorn de la particula ze divide on dos fases:

la primara =ze denomina adherencia y 2s bazizamentz 2l contacto
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inlcial 4qu entre la particula v la superficie ex-
taerna del fagocito, en dondz ze llevan a cabo interacclones 2spe-
cificas o No, aQuz ra regquiersen de Qazto enaeroetico (1), v la ce-
aunda fase comprende la internalizacidn de la garticula, requisre
de alto gasto energético, es dependliente de hemperatura (11,12) vy
conllava a la formacidn de la vacuwola fagocitica o fagozoma,

Se ha sugerids  que la faze inicial de esta Interaccidn
huesred/parasite  ze realiza mediants un necamizms de reconaci-
miento, en =l que estan whvoelucrades componertes Rroplos de  la
zuperrficie del paracsito. aue funcionan como ligandos, y un recep-
for localizado 2 la cuperficie de la membrama plasnatica de  la
calula  faaocitica (13,14). La umon ligando-receptor no sdlo as
critica para la adherensia de la particula &l tagocite, sine

tamthien =n alaurmz casos e sssncial para =l disparo del estalli-

o~



do exidativa, aus constituyg urne de los mecamemnts de deznruccidn
del paraziteo (15).

Umz vezr hecho =21 cantacto ~la adherencia de la particula- ze
desencadana U mecanismno semelants a una crenallera mediante el
cual =l estimulo establecido por la  wunidn  ligando-reczptor e
trarmzmite al =zeamento de la menbrarna plazmatica, 1nmediatamnsnte
adyacente & la particula que estd ziendo 1ngerida, v los recepto-
rez del fagocito & van uniendo & laz moléculas  complementariaz
de la particula hasta englobarla totalments, culminando con  la
fusidn de la menbrana y, cohsecuentemsnte, la formacion de  una
vacuela, completandose de zsta manera la ingestion (11,13,16,17).,

Por otro lado, se ha visto en =studios al microscopie elec-
tromicq que cuando la particula = une o adhiers al receptor, 1n-

mediatamente anplezs & aparecer una red de filamerteos 2m laz 1hoe-

Ld

dira=iores del contacto, por debaje de la membrana. Ezta red de fi-
lamentaz estd formada principalmente por una proteina llamada cla-
trima, la cual ze asocia & proteinas Jde bajo peeEo moleculxr y ra-
daar & las vacuolas fagociticas, pero una vez que 2stas emprerden

=u dezplazanisnto 1ntracelular, la clatrina dezaparcce (13,19).

-

'oCco s sabe del pagel de la clatrina en el procesco  fagocitico:
zin embarqo, =ze plantza que participa en la intermnalizacidn me-
diada por receptores y gue tisns wuna funcidn  mediadora en =t
reciclaje de losz receptores a la surerficie celular (1&, 19,200,
Rezientementa se bha suserido que la clatrima estad 1rvolucra-
da =n =2l transporte de proteinazs enddasnas & la menbrana glasmnat-

c& y que =5, ademdsz, requerida para el crecimiento nernal ge leva-



duraz v probablenetite parx 2l de togas laz celulas eucaricticas
(20,215,
Aur cuando 2l procezo faaocitico en Jernsral se azocia con fa

actividad a2z comer 9= la celula, cuandc se trat
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moronuclearess o POlrmar Foruclea la  actividad fagocitica

implica al9o madz gquz un evento de mutricidn celular: comprends la
via por  la cual ze sstablecs un mecanisSme de dsferga contra

MICraar 3anlSnes

la =2limnacidn de  material
Fropio dafade 0 enveiacido (8,07, 10).
Una vez introducida la vacucola fagocitica (fagozomal, esta

migra  hacia la reaidnm perinuci - donde se fuziona con les liza-

=omas, denomindrdoze fagolizozoma o ligoezoma secundaric vy 1leva

a cabe la dearadacidn del material ingerido, resultande de  egta

dearadacion proguctoz aue pusden atravezar la membrana  faaolisa-
zamica v zer itncorporadez al cirtoplasma de la célula. No zi=npre

tado &l material introduciis &= apravechable por la =2lula:; alau-
nos productos permanecen derntro del rfagolizozonma, los cuales pus-
dern zer sliminados por exoci1tosis o parmanscer dentro de la célu-
la ocasionando. por acumulacion de estoz materiales, traztornos

metabolicezs (F.10).

Ern la actualidad, el estudic zobre  receptorss  de mEnbrand

para la captacién de materizl extracslular ze ha axtendido nota-~

blemnant=: =irm znbarsc. an aurn nuchas interrogantes por de-
tarminar.

Loz reczptores que median la zndocitoziz zon proteinas antfi-



paticaz corm uma redidn hidrofdbica que atraviesa el gragor de  la

ti1capa lipidica y des regianes hidrofilicas, una 1htra eluiar.y
la otra extracelular (197,

La membrana plazmatica de 1oz macrdfagos FoOs€e  UNE Jran vas-
riedad de proteinaz, glicoproteinas y 3licelipidez para su  re-
aulacidn  y funciones «fzctoraz (22). Se ha puntualizado que loz
macrofagcs tienen maés de 30 tipos diferentes de recsEptarsz  aso-
Cilades con la fagozitosiz, loz cuales pusden clasificarses dentro
de 3 categorias: receptores inmunioldgicos, receptores mo 1hmuno-
ldégicos ¥y recertoras no especificos para particulaz extraifas (I3)
(cuadra i) (24-33).

Bajo un =stade de actividad fagocitica, la celula sstad con-
tinuamente 1ntroduciendo porciones de su membrana plasmatica: sin
enbargs, &sta mantiene mas o mence constantesz sus dimensionss. Se
ha abservado que, en cuestidn de minutos, la porcidn de  menbrans
introducida potr mecanlizmo de endocitosiz mediada por receptoraz.
reaparecea e la =uperficle celular, y dae =sta marera  los recep-
tores de membrana son reciclados vy vuelven a ser funcironales.
uniendo otrog ligandos (40), aunque tambiér se ha observads jue
alaunos receptores son digeridos en el fagolisosaoma (41).

Exizten dos modoz por 1oz cuales se lleva a cabo la endoctr~
togiz de particulacs mediadas por receptoras: ume depandients  de
opEahinas en el Aue se invelucra la porciér Fe de laz  ipmunselo-
bulinas G (42) v el zomponente C3 del complemente  (43): el otro
independients Jd2 opzoninas (14) en 21 jgue  actyarn  recazptorss ho

1nmureldaicos come z=on, entre otroz, los receptores  para Qlico-
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RECEFTORES DE MACROFAGOS

RECEPTORES INMUNOLGGRICOS

alobulina G, (Z4-Z26)

FeRI para la zubclasge lgia Za walta artimadad)

F=RII pars la zubctass {:5 L o2 Iak 2b (kRaja afinidad)
FceRIII para la zubclaszs Laa 3
Bzceptor para Sapelenznto

LRI para loz fraam
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CRZ paras C3bIMNA vy C5d

iIR3 para C3bi

RECEFTORES NO INMUNOLGGICOS

de marosa y/e fuseza (12, 2%=3Q)

Fibromectina., Lactoferrinzs, Transisrraina

RECEFTORES FARA FﬁﬁTfQULAE ESTRAMNAS (35)

LOMUred =

(RMF) que se une & alicoconjiuzdadoz=

v

E=toz raoceptores median la itn@sztidn de parficulas inertez  cono

=ont asbestos, talco. aluminio, latex, .



P11

Somugdados corn reziducs terminsies

fibronectima,  loz de lactoferrins Fars partaicu-
laz =xtrafmazs 12,31,32,585, 37,397,

Indepandientemnzrte de la nodalidad que loz

licen para fazocitar particulas, loz efactos

diende de muchoz factores, entre =llosz: =1 bipo de receptar itwvaos

[0)

lucrade, =1 32 dezarrolla y activacidn de la ceiula  Fzgo-
citica ¥ laz condiclonss axperimentales o naturales s las gue sl

Frroceso fagocitico zea zomstido, Por =sjenplo, axiztsn controver-

& Cuanto & que 21 el receptor para C3b dispara o no la

para  la liberacién de metabolitoz reaciivos de

Wright v Silverstein  (44) ancontraron gque aun en condicionsz ds
estimulacién i receptor para D3k de fagooitos humancs oy @eti-

mula la liksracidn de sstes metabolitos. Sin swmbaras, Hart

(45) mostrarcr,  mediante pruebas de quamiolumirizcencia, Qs

1tonealss de murinos

mediante ia participacidn de receptares para C3D. Z1nc

Loz receptares estimulan =1 mecanismno

del rmeutrédfileo, 4gue 1nvolucra la liberacidn de los metabalitos

ctivos ods oxigeno.

Respectn de loz receptores Fo, ze ha obzervado que ro zala
adhierszn e 1nsteran particulaz cubliertaz con g6, Zi1no aQue  Lam-~
tr1érn, al =staplecerz=s 2l contacto ligando/recsptor, ze dizpara

1 mecamzsmns citolitico del macrdfago mediante la

b

eztallide resprratorig (&),
En la shaccitozis mediada For reCSpbores no IMMUNCGLCRLCST 22

iz obeervaas. 2n sXperinentos 1n vitro,. gque la prassncia 9 Fi-



broneztina en =l medio extraczelular facilita la  acherensia o=

Lgizhmania & la supsrficise del  fagdocite (3%, ASLIMLEMD,

tamblen  pusde utillizar =2zta via de entrada a
la celula hezpzdera (4e) .

£] receptor para manosa v/ fusoza ha zido, 2 la dltima de-
Cada, objeto de extenza eztudio (1Z,29-3%,40), y =g uno de  loz
receptoras bien caracterizados en macrdfaao:s de diztintas ubica-
Crares Yy 2EREC12S, aundue exlsten diferencias cuantitativaz en
U Caracterizacicn debirdo a los Sistictos metodos utilizados para
21 2studic (33,T36,47,45) . Alaunos trabaioz musstan [ue la unide de
Clertoas parazitoz con este recefptor e capaz de eshinular la
produccidn de metabolitos reactivos de oxigeno (49, y gus exizte

an alaunes  cazoz una 1nteraccidn entra el receptor de  manosa/-

dal complemento (50,51), Blackwell 2t al.
(S0) proponen para el modelo Lelghmania wna Tuncldn combinada de

2stos receptares,

-1y CELULA HUESFED-CELULA FYINGICA.

Hazta hoy 2 muy poca la informacion existente regpecto a
la interaccicn del honge con receptares de macrofagos. Bullock vy
Wright (52) obzervarom que =l contaste 1niclal Jde reconocimizanto

ta y adherencia de levaduraz ds

vados de morwdcihos humarcs, era medlado por una familia  de re-

LFA-1 y plSU0.'335. Cada Lo de 2oz Feceptoras
fus capaz de actuar aaizladanente v particapar en la unmidem oz la
levadura corm =l macrafago. Ezta unidn fus ademas dependiznts de

la temparatura y de Cat+s v M3+r,

10



al 1nvesztigar la interaccisn de levaduras

tntraceiulares Jde H.ocapswiatum v el zstatlidge csadative de nacre-

Faguas PEritONSales nur 1 plantearcn que la sobrevida de leva-

duras adentra del  fagooito =e depaa & que 21 honad antiboa Ia
produccicn de metaoolitos reactivos del OoxiReria. S 2nparao, la
opEonlzaclon de leavaduraz con SUEro 1ninuane Tue Capas de  JISERE RN

L zetallido oxidativa. lo que zuldlere que =l recsptor Foo del

hY

involusrade na s4la en la wntaerrzlizacidn de las

macréfags

laevadurasz zZino tambaén =n =l disparo del wmeca-

Mmismo oxidativo del maczrdfago.

Taylor =t al. (53) =zstudiaron la participacidon de loz re-

ceptores Fo e la internalizacion de levaduraz de H.
a través del marnzjo de levaduras opseriadas con LgG sspecifica,

oz de la linea ceiular J774.2.  Sus

=1 mace

resultados noztraran qQue,  aungue los receptares Fo partacipan ern
la fagocitasics de lavaduras de H. capsulatun, no acelerarn = 1n-

termalizacidn.

il



FLANTEAMIENTD DEL FROBLEMA

Conzideratdo: qQuz 22 un hecho la exiztencia d2  recephor
zobre la  menbrana plasmédtica de les fagoacitoez  que  meaian 1a

adherenczia & internalizacidén de particulaz vy o microor3ani=moss

que  los macrofages expreszan zobre =u zuperficie receptar [<EYV=)
galicacoryugades con rezi1duos  terminalez de manoza y/o o fucosa
(S4) s aue am 1a pared celular de= H. va-

10z componentes comd qultina (55,56), alucanraz (56,37), alicoes-
firaslipidesz., compusstos qQue conbtiensn manoza (5R,89), asi oo

&1

o

3li1coconjuaados  de manosa Como las ctomarnanas (&), an el

L)

rtezente trabajce g2 plantea =l z2gtudio de la wtilizacidem  de

receptores  de manosa/fucosa en la i1nteraccion entre al fagocito

Fara tal fin se propona la  siguients hipdtegis,

e
HIFOTESIS
Las  reczptoraes manosasfucosa de nacrdfazos peritonsales de
ratén  zorm wutilizadez para la 1hternalizacidn de  levaduraz  de

H.

DBJETIVOS

1.- Confirmar la participacidrn del receptor marosa/fuceza an la

fagocita=z1z de H. slatum.

Z.= Determirar =i log macrétagos sor capaces 0e reconacar ligan-

doz « y B manoza.
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ESTRATEGRIAS

Fara aceptar o rechazar la hipdtas)
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cabo doz tipos O

experimental es:
Lo Far la determnacidn Jde la rfagocitozaiz del
presencia de 112andoz canpetildores pars lof raceptores
fucoza ver esduemna 1) .

Lo= Por la determinacion de la

atrapamiente de raceptores as mancsa/fucosa (ver esquema
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fagocitoziz del horao.

horao, =n

Marozas

previo
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ESQUENA 1

INHIBICIGN DE RECEPTORES MANOSA/FUCOSA POR COMPETENCIA
DE LIGARDOS

CuLtivo Mé

d
De+) MANOSA-‘r”””///;SF PH 7.;:\‘\‘\‘\‘"’ CH3-u—D-MAN.
L1 L | L |

INncuBaCI6N A 4°C 30°

l

INFECCION

ADHERENCIA A 4°C 60’

}

FAGUCITOSIS
37°C 60'

% FAGOCITOSIS

Mé - MacrOFAGO
ASF - AMORTIGUADOR SALINO DE FOSFATO
CH3-u ~D=MAN - METIL- a -D-MANOPIRANOSA



ESQUENKA 2

INHIBICION POR ATRAPAMIEWTO DE RECEPTORES MAWOSA/FUCOSA

SOLUCION ESTERIL
Ac. POLIMANURGHNICO
EN ASF PH 7.2

{
L |

l ‘—‘f’——"——"__d__CULTiYO Md
L L

N

H.c. C.A,

I} i
L | L !

ADHERENCIA A 4°C 60’

l

FacocITOSI1S
37°C 60’

!

% FagoCITOSIS

INFECCIGN



MATERIALES v METOROS

uytilizaren ratones noermales.  machozs. e da  csfFa

de aproximadament: I messs Je 2dad, FrOFGrGlonadcs

por la Secratariz Jde Salug. Direccion Gerexral de Eplaeminlolia,

Laboratorio Nacional de Satiud Fuplica, México. D.F,

horgos H.capsul

U, perternecientes al cepario agel Departamento

d= Ecologia Humana, Facultad de Madicina, LNAM, Hnbaszs zepaz o
mantuvieron =n Tase lavaduraforme s 37°C e medlo de  inTusion

e cersbro-corazar debidamente suptamentado con bilde

L-sisteina, 3lucoza v gentamicing.

Todos loE reactivoz utilizados,

zalve  los que se especifican.  procediercn de los  laboratorioz

Merck de Méxaico, S.A. (Ver apendicer.

Fara obtensr un mayor rdmers ode macroras

intraperitonealments &, cada  raten 2 oml  de

sosite mineral ectéral. Loz ratones fueror zacrificados 4 Jias
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daor. Pravio & la asepszia de la region abdeminzl, =& sxpuze b

caviandg  perltornesl b4 corr Uma Jerireaan hipodéermlica as o i e

hilCcieron varitos  lavados  cor =l medio RPMI-1éed4n H
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adicionada  con Qzntamicina. Laz zelulaz abteEnidas

centrifugaron a 280 9 por 10 mirn y z& incubarom 10 min Corr Trizs-

NH4C1 = 37°C, y rozteriormerte s& lavarean 2 vecss oor RPMI-1&40.
El paquete celular final. obtemdo de todoz los ratomes. Tl
resuspendido en  un volumsn conocido de medio RFMI-[(440. conte-

nmerde L-alutamina y zurlamertade con HEPES (N-id-fadroxietiliipe--

razima-N'-Z-acido etarcsul fédnicol, gentamicina y 5% de  susra
fetal de terrers dszcomplamertarizado & S6°C  por 30 maik. £

distribuyaron las células an batellas de cuttivo (Nunc) vy =

incubaron estas por 2 hoa 37°C an atmésfara de S¥ de L0Z, Se des-
cartaron 1oz zobrenadantes de los cultivos zZe lez agrsgo medio
frezga, dejandelos incubar durante 24 b para permitir la adhe-
rencia de las cé&lulaz y de =sta manzra obtensr una poblacion més
homogérnea de nacréfaass. Antes de zu utilizacidn  en loz aspeari-
tos de fagocitosiz, ce ajustd 2! namero de celulas & zer utiliza-
das, determinands la viabilidaa de loz macrifaaos por la técnica
de exclusicen da azul de tripano. Todo el procadimisnto ze realizo

2n condiciorgs de ectarilidao ,

Ereparacidrn del indculo. Las levaduras de H.g

im
o]
N
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h
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de

C. albicanz, cosechadas =n fase logaritmica de crecimiento, &

lavaron 3 veces & 300 g durante Z0 min con un amortiguador salimo

dg= Tazfatos (ASFy 0.03 M, pH 7.2. Las levaduras sadinentad

ar
n
©
o

resuspendizron  =n medias  RFMI-1E&40 vy fueron cuantificadaz z2n la
regidm W de la camara de Neubausr., Se ajyustd el 1rneculs 5 5 leva-

duras por macrdfagao.
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aron 30 pl de una  poblacion

9 e laxz  sagas de cultivae

(Nure) 3

los cualez comteniar wume lenbeds de vidrio oz
13 mm de diamecro en el foredo plano. Se anadia medic de cultive
RFMI-1640 para campletar un volumer de 300 pl, =l cual fue debl-
damente zuplementade com zusra fetal ae ternera dezconplementar: -
zado. Se 1ncubaron laz caldas a 37°C =n camara bGneda y atnesfera
de S2 de COR durants 4 1 pars adherir la monacaps Jde  nacrofagns,
Transcurridoe este  ti1empc, se lavaron laz ca)as con =1 fin de
aliminar  la peblacidr de macrdfaacs no adharida v =& adicronarom
loez ligandoz ceompebidores, Di+) maormoga (1ma/nl) vy metil ~a-b mano-
Pplrancsa (1 masml) =n 00 pl de velumen Final & cada poazo correz-
pondiente., Se 1ncube & 4°C poar 30 min cor =] objeta as 1nduc
la umen de los competidorsz con los receptores de manosa/ fucosSa.

Al misme Rlempo

proceze un teztigo utilizar

tiauader de fozfatos, Se dezcartaron o) y ze

Barelarcot 1oz 1ndculos de H.
mitid la adberercia durante | h a 4%C con el propédcito de urtfor-

mar log incculosz lavaron log pOZCE Para 2liminar las levaduras

no adheridas v e agredaron. a cada urm, 300 pl de medio de  cul -
tiva fresco oon zuysero Jdesconplementarizaos. Se incubde x 370 du-
ratte 1 h para llavar a <nbo la fadoccitosi1zs vy lusas ésta se detu-
v cambilande la temperatura a 4 0. Pezteriormente e asadisran, a
cada poz¢, 3 Qtaz ds acstona vy E= procedis a la tancion e

Wriaht.,

determing =t porcentalds: de Fagocitoziz v del indice

reaocitico. Tooo =l procadimiento expsrinaental 2o bizo aee condl -
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crones de eztricta ezverilioad. Se efectuaron 4 sxparinantas.

da une por ouadrurslicado.

cciEoEls For atrapami (ver ezquena L)

A las cajas de cuibivo ge 24 Fozoz con las lentejas previamnents
depozitadas, =& lez agrefaran, a cada POZO, 300 pl de wuna dilu-
ziorn optima del &Qide £ L - d4-D-polimanurdnico (acido alainico .,
Se ircube & 4°C hasta la formacidn de una capa  fina  de 9sl, &

dezscartaren los scbranadantes vy se adicionarom S0 pl  de una
roblacidn corocida de masrdfagos sobre la capa del acido B L-—ed4-
Depolinarurdnice, a fin de atrapar, en la interfacie  &cido-

macréfaqos, los  recsptores de mamozsa/fucosa Que  reconocen 1oz
residucs de manczsa del acido £ 1 —e 4-D polimanuronico. S aiadid
RPMI-1640 suplementado con zuero descomplementarizado  para  con-
Fpletar 300 ul dz volumen Ffinal, Se incubd por 4 by ze lavd para

elimirar la poblacidén de macrdfagos no adherida. Se

=)
zimul taneamente macrdfagos adheridos a vidrio como tesztigo.  Se

adicionaron oz 1toculos de H. capsulatun ys/o C. albicabhz v

m

permitid la adhersnciz durante | k& 4°C con 2l propdsito de
uri Formar los indculos. Se lavd para =liminar laz levadurszs no

adhzr 1idas ¥ a cada pozo, 300 pl de medlce de cultiva

frezco corn = amplementarizada. Se incubd a 37°C =N camara
Fumeda vy an atmozfera de 5K de LO0Z durante 1 h para quse se llesva-
ra a cabe la rfagociteozis, vy luege dszta e  detuvo cambaando  la

taemparatura & 4°C. Fosteriormant
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aotae de acetona v ose procedid & la tincidm de Wriaht., Se deter-

o

ming =l porcanta)e de Fagocito

[0}

y del imdice fagocitica. Toaco

&l procedimentc sxpaerimental ze hize an condiciones de sstricta
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esterilidad. Se efsctuaromn 4 experimentos.  Caoa une por cuadra-

i

rlicado.

da preparacicey =2 le agregarcoh 2 gotaz Je colarante

Sz aneubs 1 min y se afadids un volumen  igual  de

amortiguador sspacifice as fesfatos o2 sedic pH 7.2, Despuss de

min & lavd con ASF pH 7.2, Por wltime e zecaron todas  la

U]

Preparacicries a tetpsratura anblente vy == nontaron laz  lante)s

W

con resing sintética an portacbletoz.  Fimalmente, dstas fueron
apzervadaz con el microscopio ¢ptico  para la detarminacion  det

porcertiaie de faaocitozis v del indice fagocitice.

irdice faqoci-

c1tozle Be detsrmind =h una pobilacién

praparacidn, cuantlficando =l nuneroc
de macrétagos capaces de fagocitar de 1 o mas levaduras. El

indice faagccitico ze detzrmind por =l fmers total de levadurasz
fagocitadas en una pobilacién de Z00 macrdfagscz 1mfectades y &l
porcentaye del indicse fagocitico ze determing por la cuantifica-

cidr del  numero de levaduras fagocitadaz por cads macrdtzoo  en

uha  podlacidn toval de Z00 macrdfaao:  par  preparacisn.

El reszultado fimal de cada lots ze expreszd por 2l promedia

i

de loz datos obtamidos de las preparaciornes sometidazs a las mis-

mas condiciore:s saparinentales.

Se realizé par la pruseba Je "t" de Student
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RESULTADOS

g

Fara llaevar & cabe loc experimentos de competencis 2
Ligandos, Freviamznte 2 detsrming la concentracidn optima de oz

l1garndoz competidorss, LbD(+) marocza y metil-a-Denanopirancoza. la

cyal fue de 1 masnt para anboz y Que corresponde, ademas, a  la

12 11tk

concentracidén frecusntements referida para «lloz

M-

ra. Fara loz axperimentos de atrapamientoe de receptor
cieron prusbaz preliminarez con €} iacido 8 1—= 4-D-polimarurdm -

=0, «eon =] objeto de esztablecsr la  concemtracian adecuads de

zste compussto, ngcsszaria Fpara la formaciden de una Capa fima o
g9el, que no ze retRrEra sobre la lenteja de vadrio y aus  pertt-
tiera® la adherencia de wna monocapa de macrédfagos, sit atterar la
osbzarvacidn de éstoz &l microscopic. Se probavon diferentes
diluciores del acido, aue variaron de I:10 a 13100 =n ASF, selec-

ciomnando la wultima cone la concentracidn dptina.

Sz estudid 2l comporta-~

miento de levaduraz de H.capsulatum frente & los ligandoz capaces
de competir por la uilon a receptores de manosa/fucosa, presentes

en loz macréfagos paritoneales de ratdn. La figura | musztra gus

2l porgentale de ragocitosis de H, cap

previa  admpnstracisn de leos ligandos D(+) manczad vy metil-a-be-
mancopiranesa, fue de 11.3 y 7.54 respectivamente, mientras que an

2l testigc sin compstidorezs ze abzervéd una fagocitosiz de 20, 5.

Se  encontrd una diferencia sianificativa entre la
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en prezencia del [1gando L)

[R=2NV IR0

o Sor 2l netil-a-UenancElranoza (PO, U0S) v la

1T aei

MIEMS Hornae 21n &l u=o = conpetidoressz,

Farax obterer Jdateo

n
Il
)
3
e
o
3
o
-+
-
<
a
0

zobre la utilizacidn del

recsptor nanotal/Tusoza asl

otago, e ubilize U, 2O

MISHFoCEQamisSmg o2 referencia. En la accior 92 los  competidorez

fremte a C. alblcanz (Fig.l)

¢ e fo

@
n
5
0
ha
3
(13
o
-
hd
It)
=4
i3

fagociftoziz de levaduras de L. fueron de 3% cuando =e

utilizo D(+) marmsa vy 31k con =i metil-g-D-manopirancss, Si1sendo
22Log valores mas La)os Sue 2l porcantale de fagooatozis alcanza-

dG ok 2l teztigo zin competidores que fue Jde

Ge ancoantrdé

una diterencla zianmiticativa (FL0.025) entre =l porcentsde de

ragozite

con el wzo previao de Dot) manosa

<

M LEZT1I0 FIN £l use de compstidorss, ne asi cuande =l competl-
dew Tue el metil-a~L- nanoplrarncza.

La aeterminacion dzl indlce fagocitico en 1oz axperimentos
de competencila de ligandozs (Figs.i-4) confirma de alauna marers
lez resultados del porcertaje d= fagocitoziz, en les que se aob-

zerviéd que las levaduras de [.albac

at

zon mas faaocitadas gue

las o2 H. capzulabum =n la poblacidn de macrdfaoons estudiada v

ba)e condicionze de no Ffacilitacidn {opsonlzacion) dsl gy

tazocitice, Por lo gersral, la distribucidrn del numsro de 1eva-

aue la mayeria d= loz macrafagos

(Fig. .
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La utiiizacion gde un

patimerea  Jde receptares MareIas TUS

macrafaan pudieran ausasr

EPEr LINZITOS . La firaura S muestra ios r

cultados del atrapamien-

By

to de receptorss en la fazocito

Para laz levaduraz de H. capsulatun ze obtuve un promedia ds

2950 de fagoziteoziz al . lEn -

abEEr v

traz qQus =1 21 bteEtiao zin atrapamiento de r

yh 40,5 de fadocitoziz.  Se encontrd una ditersncla (poul 0L

& vidrie, Em loz reszul -

ciboziz gei

tadoz zon i, loz experimentoz de atrapamients de re-

certores, MISPLras ue 2n 2l testiag

Sity atrapamiento de receptorss la fagocitozizs ftue oz &0k, La di-

ferancia =ntre anbog porcentajez no fuse significativa.

o+

Finalmente, las figuras & y 7 muestran loz porcentaje: del

(Figa.e) v C. albicanz

indice  fagocitice paea H.

(Fia. 7) para loz experimentoz de atrapamizhto de receptorez con

aci1de B 1 —= d-D-polimanurdrico,. Loz resultadozs para ambos micro-

araarizmos Taron Similarezs & 10z exXperimento: e

Loz cuales =2

emeled li1gandoz competildores, confirmando los mayores rivelszs del

y la mizma distribu-
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roetal)

=14 del nunero de levaduras de anbio= MICroOPIERIINCGE FEC2 MESE G-
taams 1mtectados (Figs. & vy 7). Por lo 3eneral, en 2zte taips dz

Experlnentss 1oz masrdfaass fagocitaron 2 levaduras (Fig. &).
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AIrIQIAdnsE H L& PAFTICIEF&RCION O

Sutatum =Ena 2=l 02 Bullock

Yy Wrisht (525, SNMCONTrAran quUE uha ramilia a2 tearinags

2 adhmEingz, Tormnaos  fpor receptorss del tipo LFR-L,

Jusaan un FaPsl nmRportante =n la adherencia de las

levaduraz a macridfaaoz derivados de MONSC1 LOE PIUNENSE. A3ENaE, al

eztudiar otros recepta enzontraron que loz de NanoEa/ fusoza no

rarticipan en la adharsrcia del honeo y fundamentan estos hallaz-

SRS Zen Base 2n la bala concentracion de manosa 2n la faze  leva-

~

duriforms as=l hon s cual =5 aprovamadamerts 32l 2

TeEEur

zztiorma la comcentraciom read d=

vomer

de alta zolubilidad 2rm los zol-

de extracoidr. tras investloa-

dores rc1a de mancza alzlada o formando

TN JURATNT CON COMELS cine 1oz alicoligpldos iceramiga~F-1no~

Zital- [maroza 2 y ceramiga-F-inczitol- (manoza 2, aalactozsal @

prezentes an 1la rasze levaduriforme de He

Fiar Jado Fran tmpartancla & la Presencisa de marusa

comoe rezsronzables de motéculaz comn-

camnEL

Fartidas entrs botoozs proauctores HUFgUE 1

iz 22 ci1erte qQue 2ELA micEiial

quz en la fasze levaduriforme o= H.

tazlactomananaz) .y dEtarminag
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tracider critica  de fztazs 2n la fasse parazitaria del hotgo., =e

cziblemzmte wm factor relacionads & la produccion ds &Nt Cusrpaz

de reactividad oruzada (A

Dadaz las diScraparcias Fezpecho

& la compazicicon real de marnoga e H. sulatum. ¥ ozorElderands

que MICFO0rGan 2nGs levaduritormes come C. albicans ¥
tienen concentralonas 1nportantes de
manc=a  en zd parsed celular, == ha planteads, =2n 2l presente

trabaio, la zg1dad de buzcar otraz estrategiaz aQuz  permnitan
discriminar  la participacion de los recaptores nanssa/rucosa an
la fagocitesiz del hondo. Tambilé&n hay quz Songidarar que loz
receptores  manoza/ fUcosa no ze expresan unifornemnente en 1oz
tfagocitos: por 2jenplo,. no loa hacen en nonocitoz humaroz. zine zm

macrdfagoz derivadez de los que e obtisnen a traves e zu

cultive (32). 1o qus zugiere sus el recerptor mancosa/sfucasa

.
expraeca &n  nacréfaaos  mads diferenciadoz o madure=z. For  tal

3
o
o
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<
o0

m
>
14
n
o
o
g
w

tudico ze utilizaron macrofagos peritonzaises oe

celulas finalistas, bien sstablecidas. an

expresan receptores mannsa/ fucosa (63, &4,

2zl propesito de sxaminar la fagocitosza

d=l recegptor mancza/fucoza, == llavaron

de axparinertos dxferentes: uno por bloqueo y =1
miento de receptores.  AzZimizho, para ectablecar uarna Coanparacion
de  1a  actividad del receptor manosa/tfucoza =t la poblacion de

macréfagdos sstudiads, =& utilizd L. alblcatis Come M1crooraarn o
de raferencia, va que e cabido que ezta levadura cortishs manass

Con unlones o l—e 2y o l—e 6 a2n zu pared (651,

h

Para promover un contacto estracho entre la gparticula Teaoe
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Jde adreeten-

ila competidora ¥y et Taagcite, la fa

Cila.  Eex Con la adicidrn de los compstidores o con 2l indculo del

parazite, ciemprs ze lleve a cabo a 4~ Do ]
Fretendle  ZihIroniIar la 1niciacidn g s ta

xﬁternalxzaCLOH. laa cual ez sstrictamente dependizmte de tamesra-
ftura a 37°C. Ezte procedimiento ez 2] ususlmente wutilizazaoo en loz
trabaj)cz de rageocitostis (L2), aunauz =e harn reportada cazos &N
Fuez la adherencia la hacer a 37°C (52.&&), temperatura cusstiona-

ole para discriminar sntre la adhersncia vy la

En los reszultados obtemniaozs para la faaociteziz

por bloquec de receptores con loz ligandos competidor
Ze puzde diztinguir wma respussta fagocitica disminuida  del  ma-
crofaga, particularmznce cuandc e enplecs =1 metil-a-b-manoeira-
noza come ligando, 1o gue permite saznenér quez =l receptar wnaro-
Sa/tucoza participa =n la ragocitosizs de H.  gapsulatum. =10 que

ezto  impliquse qus  zZea 2] aMmico recaptor Que actus  en la

1nteraccion  nacrafaac/honae en el modelo  fagocitico  sstudiado.

albicans muestran  un mayor poroenba)e de

debado Quizaz & las

Zaz 1nherentes de =u pared czlular, Por lo aereral,

2 faascitoziz de loz teztiges de H.

=s muy =lavades zin embarao, s posible permzar que los raveles de
tagocitoziz reportados er este =ztudlo Ttan dentro de ur compecr -
tamiento confiable. en particular =1 S& coanzidera Qe todo sizte-
m& biclédgico =e srcuentra sxpuesto a variaklss vy por lo tante ne
funciona  a  teda zuw  capacidad. Ademas. las fFoblaciones  de

macrafaaons obtenidas de anmimalss.  aun cuahdo proacedan ds  capag
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FEPELICANEITE PUraE, ZINSEMICAS ., pPrasentan hetar
foleaicas v funcionales.

Ez partinente zoaninar la accion de lez ligarmaos compstido-
rez de manocsa,  Si o &ztoz bloguean receptor&s qQue promasven la in-

ternalizacidn dzl honas, ¢ oMo es que =) honao =z intermalizade’

La respussta maz comgruents seria la de que no todeos
(=1 zatr bloqueados v que 2l hongo entra a traves: de  receptores
aun dizponiblez. 3in dezcartar la posibilidad ae que ademasz uti-
lice receptores desconocidos, Lom  zeguridad  se  zlimina La
pozibilidad de gque 21 homgo entre al macrafago via receptor  del
complemanto, ya Que &l zuero adicionado al medio de cultive inva-
riableamarte fue 1nhactivado a S&* 0 por 30 min.

A traves del emplec de nmarcadores Jde superficia

Aue 1oz nacrdfaaoz bievsn ure anplia digstribuzion de receptores
zobre su  memnbrarma celular, que zztoz zom zuszceptiblez de  zer
corcertrados y/o atrapadoz en una regidn de la membrana mediants
la utilizacidn del sustrato sspecifico para un determinads recep-
tor, 1o ques conlleva a una dizminucion e 1a capacidad fagooit:-
ca del macrafaao cuando ze le reta con la particula aproplrads,
debido a la no utilizacion del receptor atrapado (12,63, Tomnar-
do en cuenrta este ﬁomporbamienta, Para los exparimentos de atra-
pramlents de receptorez (Fis., 5) ze utilizd ura fuentz distinta de

marcss, =1 4dcida poalimanurinice con unicnhes alicozidicas 8 1~—=4,

1 cual fus adheride al soporte de vidrio ampleado Fare =) culti-~

i3

ve  de nacrédéragsoz. Ernt aztoz experimentaz no =dlo z2

probar una fuente diztinta de manesa, ito tambaodn ana

diferents, la cual preszntaba alaumas incoanitasz:
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créofase capaz de reconocer este ligandor O bien, o ser;a capaz el
macréfago de no discrimitzr entre un ligande 4 o B 7 Considerando
2ztaz situaciones. o ze daria la migracidn de loz raceptars=es para
quedarze atrapadoz zobre la capa dal acido pelimanurénicay Y por
ultimo, & zeria capaz H. capgulatum de diferenciar rezceptorss
para‘glicoconjugadoa con % © B MaENosat

La explicacidn para el usa de un polimera de B manoza en
2stoz  experimentos ze apova en 21 hecho de que la D(+) manosa es
un  monozacarido que, 2an sy estade solubla, se encusntra en  un
cotiztante cambioc a2n suz dos formaz esterecisdmeras: a-D-manoza v
B-D-manoza (67). For tal motive, zZe tomd en cuenta la posibili-
dad de que 2l macréfago presentara clerta sutileza para distin-
Auir entre las dos formas isdmeras: « o B manosa. Cabe mencionar
Que en la literatuwra no ze ha reportado AQue el macrdfaso pudiera
dizcriminar « de R marozac.

For las resultados obtenidos en laz experimentes de atrapa-«
miente de receptores (Figa. 95), se infiere que la internalizacidén
de H. gapzulatum ol macrefage ro fue zustancialmente inkibida por
la presencia del acido £ |- 4-D-palimanurdnico, va aue la dife-
rencia de los valores alcanzados entre la fagoclitosiz de
H. capsulatun en ausencia o eresencia del acido no fue critica.
Aun cuando no se tisnen avidencias directas que permitan aseaurar
21 efectivamente loz receptores mancsa/fucecsa fueron atrapados
sobre el gel de dcido polimanurdnico, i se obzervaron macréfagos
adheridez a la lenteja. Ademas, =5 conveniente aclarar Sue no se
ha loarado mentar un metode que parmita detearminar cuantitativa-

ments el atrapamiente de receptorss par un sustrato.
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Conziderarndo que los resultadoz de la
H. capzulatum com el acido B 1—=4-D-polimanuramico =on  mencs
relevantes frente a los obhservados con la D(+imancza vy =1 mat1l-

a-D-manopltanosa, se zuaiare que el horoo utiliza praferentemsnte

receptores a-manosa para =u internal izacidn. Sin embara

s ho se
descatrta la pozibilidad de que en =1 macréfasc existan receptores
para  unir ligandes B-manocsa, aunque &ztos no  zean utilizados
preferencialmente para la internalizacion del hongo,

El anmdliziz de loz indices faaociticoz con ambws microorga-

Nniz=moz, tanto en los experimenta=z de competerncia de ligandos

(Figs., 2-4) como en leos de atrapamiento de receptorses (Figs.é&-5),
o nmuestran cambios puecto que la capacadad  ds intermalizacidn
del mgcrbfago ro varia con estos tratamientoz vy, por lo general,
fagocitan de 1 & & levaduras, lo que corresronags & la relacidn
S:1 de levaduras/macréfago utilizada. Finmalmente, la sxpresidn
del indice fagocitico, como la muestran las fiquras 4 y 3, zuaie-

re que los macrdfagoez predominantemente fagocitan de L a 2 leva-

duras.

g
-

Loz resultados obtenidos en este trabaio aAPQYan
rlanteamiento de <que el receptor mancsa/fucosa participa =2n la

fagocitosis de H. ca

m en el sistema de macréfagos murinos
utilizados, aurque ze cree que no ser 2l receptar primario  com-

prometido con la internalizacion de levaduras de este homnsc.
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CONCLUSIONES

El receptor manmcsa/fucoza, aun cuando participa 2n la fago-
citosiz de H., capsulatum, ne =sta criticamente compromstide cen

la internalizacion de levaduraz del hongo.

Es poziblie que ademnas del receptor manoza/fucosa participen

otros receptorez 2n la fagocitoszis de levaduraz de H. capsulatum.

w

e sugisere AQue las levaduraz de H. gapsulatum, al  wtilizar

receptores mancsa/tfusoza para su intermalizacién, lo hacen prefa-

remtenente para racapboras A-manosSa.

Loz receptores para B-marosa no estin aparentaments  comproa-

metidos con la internalizacion de las levaduraz de H. capsulatum.

Par 1o gersral, emn 2l modele fagocito-micracrganmicsmna eztu-

diads, loz macrdfagos fFagocitan un pransdio de | a 2 levadurasz.
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SUMMARY

Informaticn concerning  the receptorz pParticiFation in the

Fhmgocytosis of H
zent paper iz focuzzed on the role of mannose/ FUCHSE MU INE MESHO-

Fhages recéptors in the H.capzulatum yeast rhagocyteosziz. fwoe typs

"

of agzays wers uszed, one blocking mannozesfucoze recephlors  wWith

Elaln)

ligands, =uch atg D(+) mannosz or methyl-a-D-nannopytarm:
«
arother by receptors overtaking a zemi zolid-phaze of | —= 4-[i-

palymannuronic acid. Thes phasocytoziz  of in the

presence of blocked ligands, showsd a smaller percentzas than
cantrols  (20.3%) and values of 11.S5 and 7.3% were obtained by
weing D(+) mannose and methyl-a-Db=-mannopyranczide, respectively.
Diffarences between controls and both ligandz values wers z1anifi-
cant (p< 0,005). Results with Candi

da albicans, used as & refa-

rence microorganlsm, showed a 23% of phagocytosis with Ditimanncze
and J1%  with methyl-a-D-mannopiranocside, whereaz 38k with coni-
trels. The trecerptors overtaking assays showsd a difference

{p< 0.02) betwesn the phagocytosis of H.ogapsulatuw =

(40.5%) and those obtained in the presence of B | —= d4-D-polymarrmi-
ronlc acid (29.%%), whzreas no difference was obtatmed when

developed & higher percentage of phadtcytoziz  than

H.capsulatum. The phaascytezisz index for both microarganliznz  wasz
zimilar inm the two typee of aszayz used, and most maIrophagss phas
gocytized 1| to 2 yeast, followed by 3 to 6, and very faw nacropha-

aez phaqocytized nore than 6.
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0212 Jde levaduras de H.capsuiatum o
_______ a= ligardoz. Se aplicaran 0 sl de
WhEa saluwszion e Lt mancoza o netll-a-b-nanoplranosa (lmasml) o zo-
bre uma motwcars de macrafaass, durante 30 nin o a 4°0 previa in-
reccidn con levaduras de H.capzulatum (HoS) o de L.albicanz (C.a)
= ume relacier levadurazsmacrefage de Sil. Se zincroprize la adbwes
remcla del inoculo a 4°C 1 b oy 3e dispare la Fagositosiz & 3700
1 i (ver detallez 2n Materiales y Metodoz), La determinacion de
la fagocitosziz ze reallize =n una poblacide de Z00 macréfazmoz  por
preparacicn. A2 ectuaran 4 axpzrimentoz por cuadruplicado. Los
reasultacioz sxprezan la media * odesviacidn estiandar (DE).
Macroragos corn D(+)manazas dacrofaaos con matil-o-
L-maropirarosa; :] Macrefaacs zin ligarndo competider .

Fig. 1. for
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Fig. 2. Porcentaje del indice fagocitico de levaduraz de
H.capzulatun con  competshcia de ligandos. Loz detallez de los
experimentoz 2on los mismos descritos en la Figura 1. Para la
determirnacidn  del porcentaje del indice faaccitica ze conziderd
=] nunerc de levaduras por macréfago en una roblacidn de 00 ma-
zréfagos infectador por preparacidn. Se afectuaron 4 axperimentos
por cuadruplicado., Loz resultados exprezan la media * Jdzzviacidn
estandar (DE). Macréfaaos gon D(+)mancsa; Iacrefa-
goz @on metil-a-D-nanopiranoczas Macrafages zin  ligando
competidar
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Fig, 3. PForcentale Jdel indice fadocaitlco de levaduraz dJde
riupentoz  son los mizmos descritos en la figura L.
debtarninacidn  del porcentale del indice fagocitico ze
=] munerc de levadurazs por macrofage sn una poblacion
Trafaqes infectades por preparacidn. Se efectuaran 4 ex
Por cuadruplicado. Loz resultadoz exFrresan la media @ dezviacidn
zetandar (LE). Macré&rfagos con  D(+imaroza; RN mMacrora-
205 =on Metil-a-p-mancp lrancsa; E Macrdéfagos =il ligands
competidaor.
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3. Parcenta)z o= fagocitozlz de levaouraz de H.ZapSuiatum o

i, 5. Forcenta)e de fagocitozlz de levacuraz de H.capSuiacul
-albicanzs por atrapamiento de receptores. Se adiciond una robla-
cidn conozida de macréfagos sobre un qel de acido B 1 —esd-D-poli=
manronico o directamente zobre lentelas de vidrio., S2 procedic &

la infeccidénm de loz macrdfaasz can levaduraz de  H.capzulatun

(Hec) o C.albicanz (C.a) en una relacion levaduras/macraf (s 1]
. 82 sincronizd la adherencia del inacule & 4°¢ 1 hoy di=z-
pard la fagocitoziz a 37°C 1 h (ver detalles en Materials:s y  Ma-

todoz). La determinacidn de la fagocitosis ze lize =n una po-
blacion de 200 nacrdfaaocz por preparacion.  Se zfectuaror 4 expe-
rimentos por cuadruplicade. Loz resultadoes exprezan la media £
desviacidm estéamdar (DE). E:::g tacrafaacss sobre 21 o=zl oe dcido
g l—e=d4=D-polinanurcricos: [::::] Macroragoz adheridos a vidirio.
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NUMERO DE LEVADURAS
Fig. &, Forcentaje  asl indice fagocitico de  levaduras  de
SZEEEUlatun por atrapamiento de receptores. Los detalles de joz
EMERrinentos Som loz nizmos descritez aen la figura 5, Fara la

deterninacidn 21 porcentage del o andice ragocitico se  comsldera
al nunero de levaduraz por macrdfaao en una fpoblacien de 200 ma-
crafaaces  infectados por Preparacidén. Se sfaciuaron 4 @sxperimsr-
tos por cuadruplicada, Loz resultados exer media * desvie-
=idn estandar (DEJ. E 0 J Macrefados sobre =1 3=l de agido [1—e-
D-polimanurenicor [:I'Iacr-c:‘fa-;zc's adheridoz a vidrio.
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NUMERO DE LEVADURAS

Forcentale del indice faaccitico de levaduras de
par atrapamiento de reseptores. Loz Jdetatlez de  loz
£ o los msmoz descritoz en la fiaura 3, Fara la de-
dzl porcentale del imdice fagocitico ze condia c
paroe Jde levaduraz por macrdfago en una poblacidn de
Tagos infectados por preparacio Se afactuaror <
For cuadruapl icada. Las resultadoz axpresan la maediz
estandar (DEy, [0 Q Macréfaaoz sobre =1 a=l de aciac B
polxmanurénico;t:::j Macrdfaaos adheridoz a vidrio.
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Fig, 3. Indice fagocitico de levaduraz de =)
C.albizans ror atrapamiento ds receptorssz. Lot de 1
Nl inent ot los mismos descoritos en la figura 3. 5
! 1 tagocitico por 2] numaro total de  lav
H (HeZ) o de i (Fea) faao cltadaz E1NOUNA PO
f maze s faans in o= zebre al

ael de dcido B 1 -—-4-D-pol xmanvuoruru- [: Macra‘
Soz oA vidrica,
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pledles,. FreachtiveozT oy '.'—.olu-::-:'nes.

Madic £HI (Infusiom de cersbro-corazon)

BHI :(Birocion de México) m====——me-mmccorcmeenmmcommwmmme= 37 a
Agua destllada-----rm=crceeecec e mmme—ccc s m e m e e e ] 1
SupienentosHidrocloruro ode L-cisteina (J. T.Baker Chem,
e ) _ 1 -}
GlUToEE~— == mmmm—m o mmm e e m e e o el
Gentamizing (ShEramex) ——————-m-—rm—wrsmcaao - fan Hasmy

£l medio 8HI =e hidrata. ze dizuslve a calor. s dega Ferbar

ure min y =€ le agrega la glucoza. Se asteriliza en autoclave &

15 1b de rrezion durante 25 min v posteriormente o adiciona ia

cizteina v la gentamcita ssterilizadaz gpor riltracion

brama Millipore de 0022 pn.

RPMI-1&48 corm glutamina (Gibco, Grand Izland EBiolozical

[ N R e bbbttt bbbkttt
Agua deshlladg = e m e e e
Surlamente: Bilcarbonats de sodle —=m--me-mmmeemacmmenon

HEPES «(Ac. N-Z-hidrexiztilpiperazina-N'Zz-

atamozul féamice) (Si1gama Chemical Co., St.-

Lottis, Mo, | =~ =wecmcae e n e s e n s m e o e e
Gentamicing (Scher&mex) —-m=--rm=e-e---=-- --

Auerc fatal de ternera (In Viteo, Méxicog -

Despuss de  la hidrataciérn del medac RFMI ==

[={=0 ] e~

.3 o
L 1
pd El
Hed 2

100 pwgemi

15 e

INCTrpor

LOd0E L2 nEredientes a exCIFCIOoN del suwetd, &l Cual 2e SdlCrohE




an 2l momento e I wE0, Fravia descomelaMentar UZae

o

30 mirwatos,

Filtracion —on’ memerana Millipore

lorura de a
Clarure T o I R =
20Q1T NBAElol AMEIHFOd) s~ e e s e e 1.1%a
EHEF s mmmm s m e e oo semme= uLZ @
L
e 1x)
de
D i+ =marosa mwasmt

=ridrss

g
n
&
"

La mar e dizuzlve s RFMI-1640 con suera.

por Tritrscian con mambrarne Millipees 0,20 wn.

matll-a-D-manoplrahc s

MEE1 =G~ DmNANGR L FAMEE N (5 QIS == mm == S im e 1 masml

£1 metil-a-Damgropiranoza o dizusiva aen REFMI-1841 con suera.  9Se

Fritracidn con membrana Mllipors de

18€s Ble—e d:

Ereearsn und 2riucion D10 aen

21125 ¢ guTeslave & 1% 1 ne ceasion por s

B - e U a

{4

TSI TELINE
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Colorante de Wright 2n polva (Sigma) ----=---s-oc—---o ek
Glicergl--—rrro e e e s e m e oo K 2

Rlczhel metilico abzotute (Bakar) —=-----e-—ceamooo—c- 37 ml

Se macera =l coloramts en un norterc v se avade 21 slicercl.
Se  adiciana el alcohel v ze nezxcls vigorozamentsa. Se auardx por
1 mes &n la abzcuridad. Se filtra antes de =Zu uza. La zolucidn

si1empre ze mantiene en un Frasco ambar.

de tincidn de Wright).

Fozfato monobasico de zodio (Bakep)------=c--e—co--m- 1.63 1
Fosfate dibasico de sodic —-------e--emcomemeeconano— 3.2 3
Agua destilada----—-------—-emo—mcecoo—coesccooooaoe i 1

Soluzidn de clorure de amonig (NHAaCl)

Solucidn A

NHA4C] = emmmem e m e e e mc e m e 4.15 a2
Apua destirlada--—--eri-cmmorce e me e =1 ml

Solucién B: ajustada a pH 7.65

Tris (base)------=--srem e m e m e - Z.06 a2

Agua destiladas==-—mon-=- e b R kbt Lt oo i

Se mezclan 450 nl de 1x solucaidr A y S0 ml da la zolucien B
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