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RESUMEN

La histoplasmosis, producida por el hongo dimórfico Hístoplasma eapsulatum (He),
presenta formas clínicas que van de benignas a severas. En México, la enfermedad
está asociada a epidemias que refieren altas tasas de letalidad. En su fase micelial (M),
He muestra hifas y diferentes tipos de conidios. Estos propágulos infectivos entran al
hospedero por vía respiratoria y en su travesía hacia órganos internos, sufren transición
a la fase levaduriforme-parasitaria y virulenta (L). La fase L puede diseminarse por
sangre y/o linfa, posiblemente a través de células del sistema fagocítico mononuclear.
He tiene un primer contacto con el hospedero en la mucosa nasal, aunque esta
interacción no había sido investigada a la fecha. La importancia de la cavidad nasal en
la infección por He, está relacionada con su extensa superficie mucosa, la cual posee
numerosas células epiteliales que pueden funcionar como células permisivas para el
hongo y en donde se han descrito cambios fenotípicos de este patógeno. La mucosa
nasal posee células dendríticas (CD) epiteliales, subepiteliales e intersticiales con
capacidad de fagocitar y procesar antígenos, mientras migran hacia los ganglios
linfáticos regionales donde participan en la presentación de antígenos a los linfocitos T.
En la mucosa nasal se encuentra el NALT (Tejido Linfoide Asociado a la Nariz), el cual
es mortológicamente análogo a las placas de Peyer del íleon, cuyas células epiteliales
permiten el paso y transporte de estructuras endocitadas hacia el tejido linfoide
subyacente, que también contiene CD. A la fecha, se desconocen: 1) los eventos de
interacción entre He y la mucosa nasal; 2) en qué sitio de ésta y en qué tiempo se
realiza la transición M-L del hongo; 3) si He interactúa con el epitelio nasal y el NALT; Y
4) si las CD de la mucosa nasal participan en la interacción He/hospedero, para facilitar
la migración del parásito. Para responder estas incógnitas, se infectaron
intranasalmente ratones BALB/c con propágulos infectivos de He y se sacrificaron a las
1, 2, 3 Y 6 h post infección. Se disecaron: la cavidad nasal, los ganglios linfáticos
cervicales, la tráquea, los pulmones, el bazo, el hígado y el intestino delgado. Los
órganos y tejidos procesados por diferentes tinciones y por inmunohistoquímica,
utilizando suero de conejo anti-He, mostraron levaduras intracelulares en las células
ciliadas del epitelio. Mediante microscopia electrónica de barrido de un corte sagital de
la cavidad nasal se observó presencia de levaduras en la superficie de la mucosa
desde las primeras 3 h post infección con distribución decreciente anteroposterior. Se
empleó el método de PCR-anidada, con el que se revelaron bandas de DNA de He,
únicamente en ganglio linfático cervical a las 3 h Y en tráquea a las 6 h post infección.
En las demás muestras y en los tiempos menores a las 6 h, no se detectó DNA de He.
En conclusión se destaca la importancia de: 1) la mucosa nasal y los ganglios linfáticos
cervicales que la drenan, como sitios de inicio de la transición M-L y diseminación de
He; 2) las CD subepiteliales e intersticiales (identificadas por la forma del núcleo,
localización en mucosa nasal y marcaje específico con un anticuerpo monoclonal) en la
fagocitosis inicial de levaduras; y 3) la presencia de DNA del hongo en ganglios
linfáticos cervicales y en tráquea, revelados por ensayos de PCR, confirmando los
hallazgos histopatológicos y de MEB.
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ABSTRAeT

Histoplasmosis produced by the dimorphic tungus Histoplasma eapsulatum (He)
displays clínical forms that go from benign to severe. .In Mexico, the disease is
associated with outbreaks that refer to high lethality rates. In its mycelial-phase (M), He
shows hypha and different types of conidia. These infective propagules enter into the
host by the respiratory tract and in their route towards internal organs they carry out a
transition to the yeast-parasitic and virulent phase (L). In this phase, the fungus can
spread by blood andJor Iymph, possibly through cells of the mononuclear phagocytic
system. He has a first contact with the host at the nasal mucosa, although this
interaction has not been investigated to date. The importance of the nasal cavity in the
He infection is related to its extensive mucosal surface with numerous epithelial cells
that can function as permissive cells for the tungus and where phenotypic shift have
been described in this pathogen. The nasal mucosa has epithelial, subepithelíal, and
interstitial dendritic cells (CD) with ability to phagocytose and process antigens while
they migrate towards the regional Iymph nodes, where they participate in the antigens
presentation to T-cells. In the nasal mucosa the NALT (Nasal Associated Lymphoid
Tissue) is found; this tissue is morphologically analogous to the Peyers patches of the
i1eum, whose epithelíal cells allow the crossing and transportation of endocytosed
structures towards the subjacent Iymphoid tissue, which also contains CD. Up to this
date, it is not known: 1) the interaction events between He and the nasal mucosa; 2) in
which site of the nasal mucosa and in which time of infection the M-L fungal transition
occurs; 3) if He interacts with nasal epithelium and the NALT; and 4) if the CD of the
nasal mucosa participates in the HeJhost interaction, to facilitate parasite migration. To
answer these questions, BALBJc mice were intranasally infected with He infective
propagules and sacrificed at 1, 2, 3, and 6 h post infection. The nasal cavity, the cervical
Iymph nodes, the trachea, the lungs, the spleen, the liver, and the small intestine were
dissected. The organs and tissues processed by using several dyes and
immunohistochemistry with a rabbit anti-He serum, showed intracellular yeasts in the
ciliary cells of the epithelium. By scanning electron microscopy, a sagittal section of the
nasal cavity showeo yeasts on the surface of the mucosa (decreasing amounts from
front to back) as early as 3 hours post-infection. The nested-PCR methodology was
used, in which DNA bands of He were revealed, solely in the cervicallymph node at 3 h
and in the trachea at 6 h post infection. In the other samples and in lesser time than 6 h,
He DNA was not detected. In conclusion, the most relevant results were: 1) The nasal
mucosa and its cervical Iymph nodes are important sites of the initial M-L transition and
He dissemination; 2) the participation of subepithelial and interstitial CD (identified by
their nucleus form, localization in the nasal mucosa, and by specific marker with a
monoclonal antibody) in the initial yeasts phagocytose events; and 3) the presence of
fungal DNA in cervical Iymph nodes and trachea, revealed by PCR assays, which
confirm the histopathological and MEB findings.
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INTRODUCCiÓN

El hongo dimórfico Histoplasma capsulatum varo capsulatum- Darling 1906, es el agente

etiol6gico de la micosis sistémica conocida actualmente como "histoplasmosis

capsulati". La mayoría de los casos de infección por H. capsulatum han sido registrados

en zonas de climas templados y tropicales , dentro de una área geográfica ubicada a

una latitud entre los 45° Norte y los 30° Sur del ecuador (Kwon-Chung & Bennett, 1992).

La histoplasmosis capsulatii presenta formas clínicas diversas que varían de benignas a

severas (Tewari et al., 1998). La forma clínica Histoplasmosis Pulmonar Primaria afecta

principalmente adultos, tiene el más alto porcentaje de letalidad en el mundo y es la

más frecuente en México, generalmente asociada a epidemias . El mayor riesgo en la

adquisición de esta forma clínica está relacionado con la exposición a aerosoles con

propágulos del hongo en altas concentraciones. Esta condición se encuentra con

frecuencia en refugios permanentes y/o temporales de murciélagos y de aves, lo que

representa un peligro para la salud de todos aquellos individuos que entran o trabajan

en estos espacios. En este sentido, espeleóloqos, biólogos, ge610gos, arqueólogos,

antropólogos y, particularmente, trabajadores rurales como mineros, limpiadores de

minas y colectores de guano, son la población laboral con más alto riesgo de infección

por H. capsulatum (Taylor et al., 2000b).

El hábitat natural del hongo lo constituyen los lugares cerrados, húmedos y oscuros,

tales como: cuevas, grutas, minas, túneles, puentes, alcantarillas, torres de iglesias, así

como construcciones viejas y deshabitadas. El hongo también ha sido aislado de

lugares abiertos como parques, patios y plazas públicas, donde se encuentran zanates,

golondrinas, palomas y aves de corral (gallinas y pavos) . La presencia de altas
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concentraciones de nitrógeno y fósforo además de oligoelementos, permite que H.

capsulatum crezca favorablemente en guano de murciélagos y aves. Las condiciones

físicas como, poca luz (que favorece la esporulación), temperaturas óptimas tanto de

suelo como del ambiente que fluctúan en un rango de 25-30 oC y una humedad relativa

>60 %, son factores abióticos que junto con los bióticos, representados principalmente

por la microbiota asociada e insectos y ácaros micófagos, conforman el nicho ecológico

ideal para este patógeno fúngico (Taylor et al., 1999a; 2000a). En estos ambientes, H.

capsulatum desarrolla su fase micelial (M), geofílica y saprobia, la cual es infectiva

produciendo propágulos que al ser aerosolizados e inhalados por hospederos

susceptibles o inmunodeprimidos pueden desencadenar la infección inicial con curso

clínico de moderado a grave en la enfermedad establecida.

La fase M se caracteriza por mostrar hifas delgadas que miden de 1.2 a 1.5 urn de

diámetro, con dos tipos de conidios solitarios: los microconidios, redondos o piriformes

de 1.4 x 2.6 urn, que pueden estar fijos a la hifa o unidos a ellas por pequeños

conidióforos, y los macroconidios de paredes gruesas, por lo general, redondos de 8-14

um de diámetro, con proyecciones digitiformes de diferentes tamaños, típicas de la

especie. Los macroconidios están adheridos a las hifas por conidióforos cortos que, con

frecuencia, forman un ángulo aproximado de 90° con la hifa principal. El hongo crece en

su fase levaduriforme (L) y virulenta, tanto como parásito intracelular de fagocitos

profesionales (macrófagos y polimortonucleares) y no profesionales (células epiteliales)

de hospederos susceptibles como en medios de cultivo sintéticos o complejos a 37 oC.

-4-



La micromorfología de las levaduras está representada por células individuales

uninucleadas de 2-6 um de diámetro, generalmente unigemantes con brotamiento de

base estrecha (Kwon-Chung & Bennett, 1992; Taylor et al., 2000c; Tewari et al., 1998).

Los hongos no son participantes pasivos en los procesos de infección. Actualmente, se

les atribuye un conjunto de factores de virulencia dependiente de la interacción entre el

patógeno y el ambiente, que afecta profundamente la variabilidad antigénica, el cambio

fenotípico y la transición dimórfica. Se ha argumentado que todos los requerimientos

para establecer una enfermedad por estos patógenos podrían ser considerados

determinantes de virulencia (Casadevall et al., 1999). La virulencia fúngica es

expresada, de preferencia, en hospederos susceptibles y no debe ser considerada

como una variable microbiana independiente (complejo multitactorial) (Romani et al. ,

2002). Odds et al. (2001) proponen que sólo los factores que interactúan directamente

con células hospederas de mamíferos podrían ser considerados verdaderos factores de

virulencia.

Los mecanismos de defensa de un hospedero ante infecciones fúngicas son muy

variados, van desde los no específicos, hasta sofisticados sistemas de respuesta

adaptativa, los cuales son específicamente inducidos durante la infección o la

enfermedad en curso. Así, el delicado balance de la interacción entre el hospedero y el

patógeno fúngico, puede ir desde una infección hasta una enfermedad severa, según la

condición inmunológica del hospedero (Romani, 2002).

Se conocen muchos de los eventos que median la interacción de H. capsulatum con

diferentes células parasitadas, los cuales han sido estudiados tanto en células

cultivadas de humano como de murino (Allendoerfer et al., 1997; Bullock, 1993; Bullock
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& Wright, 1987; Dumond & Robert, 1970; Eissenberg et al., 1988; 1991; 1993;

Eissenberg & Goldman, 1991; Howard, 1964; 1965; 1973; Jeréz & Taylor, 1989; Lane et

et., 1994; León et et., 1989; Newman et al., "1990; 1992; 1993; 1994; Randall &

Hackney, 1953; Randall & McVickar, 1951; Randall & Turner, 1953; Retallack & Woods,

1999; Schaffner et al., 1986; Schunur & Newman, 1990; Taylor et al., 1989; 1995; 1998;

Taylor & Duarte-Escalante, 1995; Wolf et al., 1989; 1992).

Las levaduras de H. capsulatum tienen afinidad por el sistema fagocítico mononuclear

del hospedero. Los macrófagos (M~) , en armonía con la respuesta inmune celular, son

los efectores más importantes para la eliminación de parásitos intracelulares en el

hospedero infectado.

Experimentos in vivo indican que la multiplicación del hongo en el estado parasitario

ocurre en el ratón a partir de las dos primeras semanas después de la infección

(Emmons et al., 1977). Por otro lado, se ha observado en ensayos in vitro que los M~

alveolares de ratón fagocitan microconidios, fragmentos hifales y levaduras entre 4-6 h

después de la infección y que la transición M-L in vitro inicia entre 6-7 h después de la

íncubacíón a 37 oC y se completa a las 72 h (Kimberlin et al., 1981).

Algunos autores (Gildea et al., 2001; Newman, 2005), proponen que la infección del

hospedero con H. capsulatum ocurre mediante la inhalación de conidios y/o fragmentos

hifales que se acumulan en los bronquiolos terminales y alvéolos. Sugieren que

después de la inhalación, los conidios se convierten a la fase L dentro de los M~

alveolares, en los cuales, las levaduras neutralizan el microambiente hostil y son

capaces de multiplicarse, iniciando el establecimiento de la infección. Cuando los M~

alveolares son destruidos por las levaduras, éstas empiezan a ser fagocitadas por M~
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circulantes reclutados al sitio de infección. Estos autores proponen que este ciclo se

repite varias veces, lo que facilita la diseminación del parásito hacia órganos linfáticos y

otros tejidos del cuerpo, en los cuales se suele resolver la infección si se trata de

hospederos inmunocompetentes. Aunque la mayoría de las infecciones por H.

eapsulatum cursan como asintomáticas, este patógeno causa una gran diversidad de

formas clínicas incluyendo infección diseminada progresiva y eventualmente la muerte

(Gildea et al., 2001).

Entre los principales receptores para levaduras y conidios de H. eapsulatum en M~

humanos, están algunas moléculas de adhesión como las integrinas. Se conoce que H.

eapsulatum se une preferentemente a la fracción CD18 de las integrinas de la familia

f32, CD11a/CD18 (LFA-1), CD11b/CD18 (CR3 ó MAC-1) Y CD11c/CD18 (p150,95 ó

CR4) para poder ser internalizado por neutrófilos, M~ cultivados de monocitos y por M~

alveolares humanos (Bullock & Wright, 1987; Newman et al., 1990).

Las células dendríticas (CD) inmaduras humanas, diferenciadas in vnro a partir de

monocitos circulantes en sangre periférica, pueden fagocitar estructuras fúngicas de H.

. .
eapsulatum a través de CD18, no obstante, el reconocimiento del hongo por las CD se

realiza principalmente por VLA-5 OLery Late Antigen-5). Se propone que las CD

degradan y procesan antígenos He-específicos y los presentan a linfocitos T (Gildea et

al., 2001; Newman, 1999). Las CD son consideradas mejores presentadoras de

antígenos (CPAs) que los M~, y al igual que éstos, pueden desencadenar la respuesta

inmune adaptativa conduciendo a la activación de la inmunidad mediada por células, la

cuál jugaría un papel preponderante en el mecanismo específico de protección contra la

histoplasmosis, al estimular la producción de citocinas que directa o indirectamente
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activan a M~ que inhiben la proliferación y matan a las levaduras intracelulares (Gildea

etal., 2001; Newman, 199~) .

Se ha propuesto que la transición de ciertos morfotipos fúngicos es detectada por el

sistema inmune del hospedero, en una forma morfotipo-específica. Las CO son

capaces de decodificar información asociada a la fase M o L del patógeno, lo que

conlleva a diferentes respuestas inmunes dependientes de las células Th (T helper),

estudiadas tanto in vivo como in vitro (Fujita, 2002; Gildea et al., 2001). Un ejemplo

ilustrativo de las aseveraciones anteriores, lo constituye la fagocitosis de Gandida

albicans. Se ha encontrado que las CO mieloides inmaduras fagocitan tanto hifas como

levaduras de G. albicans, involucrando diferentes receptores para el reconocimiento de

sus moléculas de superficie (Montagnoli et al., 2002). La internalización de las

levaduras de C. albicans ocurre principalmente por fagocitosis tipo enrollamiento

(coilling), mediada por el receptor de manosa (MR) y parcialmente por CR3; mientras

que la internalización de las hifas ocurre por un mecanismo más convencional, la

fagocitosis tipo cierre (zipper), e involucra la acción cooperativa de CR3 y los

receptores para la fracción Fc de las IgG (FcyR) (Romani, 2002). Una vez dentro de las

CO, las levaduras de G. albicans son eventualmente degradadas; en contraste, las hifas

con frecuencia permanecen libres en el citoplasma. Sin embargo, algunas levaduras

pueden sobrevivir dentro del fagosoma de las CO si son internalizadas por CR3, a

través de la llamada vía de las lectinas, una oportuna estrategia para evitar su

degradación y permitir así su persistencia. Es así como algunos hongos y bacterias

patógenas parecen tener la capacidad de evitar la activación del fagocito, al
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intemalizarse a la célula hospedera mediante receptores del complemento que no son

capaces de estimular la actlvacíón de proceso fagocítico (Schorey, 1997; Roney, 2002).

Las CD derivan de la médula ósea, tanto de las células madre linfáticas como mieloides

y están presentes en todos los órganos Iinfoides como el timo, el bazo y los ganglios

linfáticos, asimismo, en casi todos los órganos y tejidos no Iinfoides. Las CD inmaduras

o células de Langerhans, adquieren antígenos en tejidos periféricos mediante una

variedad de mecanismos (Banchereau & Steinman, 1998). Su localización estratégica

en los tejidos, en particular, piel y mucosas, facilita que estas células puedan captar y

transportar antígenos, procesarlos y presentarlos a linfocitos T de los ganglios linfáticos

regionales. En el sistema respiratorio, las CD se localizan en los epitelios de la mucosa,

en la lámina propia de las vías de conducción, en el intersticio del parénquima pulmonar

y las paredes alveolares, así como alrededor de los vasos sanguíneos (Lotze &

Thomson, 2001). Debido a que H. capsulatum infecta a humanos por la vía respiratoria,

las CD asociadas a la mucosa nasal podrían jugar un papel clave, aún no descrito para

el tracto respiratorio superior, en la defensa del hospedero contra este parásito fúngico

desde las primeras etapas de la infección.

Las CD participan en los eventos de reconocimiento microbiano, a través de numerosos

receptores como los CR, FeyR, MR Y receptores de patrones de reconocimiento

(PRRs). El reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs)

por PRRs, es considerado un prerrequisito para que el sistema de defensa innato sea

capaz de discriminar entre distintos patógenos e inducir diferentes esquemas de

respuesta inmune, tanto innata como adaptativa (Medzhitcov & Janeway, 2002). Los

hongos poseen una variedad de PAMPs, con los cuales son capaces de inducir la
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fagocitosis y activar las rutas prointlamatorias, al ser reconocidos por MR, receptores de

p-glucanas, lectinas unidoras de manosa (MBP), CR y receptores tipo TolI,

principalmente TLR-2, TLR-4 Y TLR-S (Montagnoli et al., 2002; Romani, 2002; Romani

et al., 2002; Schorey, 1997).

En las vías respiratorias superiores que sirven de entrada a ciertos patógenos existe el

NALT (Masal Associated bymphoid Iissues) que es un tejido asociado a la nariz.

Consiste de un tejido linfoide pareado, localizado en el piso de la cavidad nasal,

cubierto por una capa de epitelio cilíndrico ciliado y se ha postulado como un posible

equivalente funcional, en el tracto respiratorio superior, a las placas de Peyer en el

íleon, cuyas células epiteliales permiten el paso y transporte de estructuras endocitadas

hacia el tejido Iinfoide subyacente que también contiene CO. Esta equivalencia

funcional se sustenta, primero, por la semejanza en las densidades poblacionales de

células B y T; segundo, porque el epitelio que recubre los folículos linfoides puede

servir como sitio de entrada para dJferentes patógenos; y tercero, porque funciona como

la primer barrera contra antígenos internalizados en éste tejido.

Al igual que en otros tejidos linfoides asociados a mucosas (MALT), como el de

intestino y bronquios, las CO asociadas al NALT podrían jugar un papel inicial en la

captación de antígenos durante la respuesta inmune de la mucosa nasal. A la fecha no

existen antecedentes que comprometan a las CO de la mucosa nasal y del NALT en el

evento de infección de H. capsulatum.
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JUSTIFICACiÓN

En la actualidad se acepta como única opción que la primoinfección por H. capsulatum

se realiza al inhalar conidios ylo fragmentos hifales capaces de aprovechar pequeñas

rutas de aire que van desde la nariz del hospedero hasta los M<j> de los alvéolos, donde

se lleva a cabo la transición M-L. El mecanismo de defensa del hospedero permitiría el

establecimiento de la infección y posible diseminación del patógeno hacia los órganos

internos, lo que podría derivar en una enfermedad con curso leve o severo

dependiendo del estado inmunológico del hospedero (Gildea et al., 2001; Newman,

2005). Sin embargo, se desconoce si existen otras rutas de captación y diseminación

del hongo a partir de la primera interacción de las estructuras fúngicas con los tejidos

de vías respiratorias superiores, particularmente, con la mucosa nasal y el NALT. Si

esto ocurre, podemos proponer que la transición M-L y los primeros eventos de

fagocitosis y diseminación in vivo de H. capsulatum pueden llevarse a cabo en sitios

diferentes y tiempos menores a los reportados en la literatura (Emmons et al., 1977;

Kirriberlin et al., 1981).
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OBJETIVO GENERAL

Identificar la interacción de conidios y fragmentos hifales de H. capsulatum con la

mucosa nasal y el NALT, en el inicio de la captación y diseminación fúngica en el

modelo murino BALB/c.

. OBJETIVOS PARTICULARES

=> Identificar mediante diferentes técnicas histológicas, la presencia de levaduras de H.

capsulatum en vías respiratorias superiores y ganglios linfáticos regionales.

=> Identificar el patrón de distribución de conidios y fragmentos hifales de H.

capsulatum inoculados en la cavidad nasal de ratones BALB/c, utilizando microscopia

electrónica de barrido (MEB) .

=> Identificar el tiempo y el sitio en la mucosa nasal donde se realiza la transición

dimórfica de H. capsulatum, utilizando MEB y diferentes tinciones.

=> Examinar la interacción de H. capsulatum con la mucosa nasal y el NALT Y su

posible tránsito transepitelial utilizando técnicas histológicas, inmunohistoquímicas, de

microscopia electrónica y peR.
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=;>"Demostrar la posible participación de las CD de la mucosa nasal y, en particular, las

del NALT en un evento de lntecci ón por H. capsulatum.

HIPÓTESIS

El primer contacto de H. capsulatum con el hospedero es a nivel de la mucosa nasal y

del NALT, donde las células epiteliales y las CD inmaduras interactúan con los

propágulos fúngicos para permitirles atravesar la mucosa. Es en este evento donde se

realiza tempranamente la transición dimórfica.
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MATERIALES Y MÉTODOS

CEPAS

Se empleó la cepa EH-53 de H. capsulatum, aislada de un paciente infectado en una

cueva de Hidalgo-México. La cepa está depositada en la "Colección de Cepas de

Histoplasma capsulatum del Laboratorio de Inmunología de Hongos del Departamento

de Microbiología y Parasitología, Facultad de Medicina, UNAM". Se puede acceder a la

información sobre las cepas de la colección en un catálogo (Taylor et et. , 1999b) o en la

página web: www.histoplas-mex.unam.mx. Esta colección se encuentra registrada en la

base de datos del Centro Mundial de Datos sobre Microorganismos (World Data Center

on Microorganisms, WDCM) de la Federación Mundial para Colecciones de Cultivos

(World Federation for Culture Collections, WFCC) bajo el acrónimo L1H-UNAM

WDCM817.

En la colección, la fase micelial de la cepa se mantiene a 25-28 "C en agar-micobiótico

(Bíoxón, Becton-Dickinson, México, DF) y se preserva a 4 "C en el mismo medio

adicionado con aceite mineral estéril; mientras que la fase levaduriforme se mantiene a

37 oC en caldo de infusión-cerebro-corazón (BHI-Iíquido) (Bioxón) suplementado con

0.1 % de L-cisteína y 1 % de glucosa y se preserva con anticongelante a -196 oC.
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OBTENCION DE INOCULOS DE LA CEPA FÚNGICA

Fase micelial: A partir del especimen fúngico preservado en agar-micobiótico a 25-28

"C, se realizaron resiembras en placas de agar-BHI (Bioxón) no suplementado.

Después de tres semanas de crecimiento, se cosecharon los conidios y fragmentos de

hifas del micelio vegetativo aéreo por lavado gentil con solución salina estéril (SSE). La

suspensión celular fue filtrada en lana de vidrio y posteriormente en papel filtro de poro

fino (Wattman 45) para dejar pasar sólo microconidios y fragmentos hifales, con el fin

de homogeneizar el inóculo. Todo el procedimiento se realizó en condiciones de

esterilidad y en una campana de bioseguridad nivel 2. El inóculo se centrifugó a 3000

rpm por 15 min en SSE valorando la presencia de microconidios y fragmentos hifales

en el sobrenadante por microscopia óptica. La suspensión de estos propágulos

fúngicos fue ajustada a 0.5 de densidad óptica (DO). A partir de esta concentración, la

suspensión fue cuantificada en cámara de Newbauer, utilizando azul de tripano (0.05

%) para identificar la viabilidad de las células. Se sembraron las estructuras fúngicas en

agar-BHI para confirmar la viabilidad de los propágulos fúngicos.

ANIMALES

Se emplearon ratones machos de ocho semanas de edad de la cepa singénica BALB/c,

mantenidos con purina (Purina de México, México, DF) yagua ad libitum en el bioterio

de la Facultad de Medicina, UNAM.
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ADMINISTRACiÓN INTRANASAL DEL INÓCULO FÚNGICO

Se introdujeron 100 l.tI de manera espaciada (20 l.tl/2 min) de una suspensión ajustada

a 8 x 107 propágulos fúngicos/ml en las narinas de cada ratón no anestesiado y se le

permitió libre ventilación para que el hongo fuera adecuadamente inhalado. Se

inocularon ratones, los cuales se sacrificaron posteriormente por dislocación cervical a

los 60, 120, 180 Y 360 min, respectivamente. Además, se sacrificaron ratones sin previa

inoculación, para utilizarlos como testigos. Cada ensayo se realizó por duplicado.

RECUPERACiÓN DEL HONGO MEDIANTE SEMBRADO DE ÓRGANOS y

TEJIDOS

Un fragmento recién obtenido, de cada una de las muestras disecadas a los diferentes

tiempos post infección, se sembró en placas de agar-BHI (Bioxon) y se incubó durante

3 semanas a 28 oC. Al cabo de este tiempo, se identificó el hongo por los métodos de

rutina en el laboratorio, según Taylor et al. (1999b).

DESCALCIFICACiÓN DE LA ESTRUCTURA NASAL

Para algunos ensayos se realizó la decapitación del ratón, en los cuales, la piel de la

cabeza fue retirada junto con la mayor cantidad de músculos y demás tejidos blandos, y

asimismo los huesos supraorbitales, el cráneo, el cerebro, el maxilar inferior y la lengua,

hasta dejar expuesto el conducto nasofaríngeo completo. Se procedió a fijarlo con
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paraformaldehído al4 % en Tris-HCI O.1M (pH 7.4) durante 8 h; se lavó el material con

Tris-HCI y se incluyó en parañna para seguir con métodos histológicos seleccionados y

su posterior utilización en la observación de estructuras celulares tanto del hospedero

como del parásito.

PROCESAMIENTO DE ÓRGANOS V TEJIDOS DE RATONES INFECTADOS,

PARA TINCIONES CON HEMATOXILlNA-EOSINA (H-E), ÁCIDO PERVÓDICO­

REACTIVO DE SCHIFF (PAS) V GROCOTT

Del tracto nasofaríngeo descalcificado, se realizaron cortes transversales de la cavidad

nasal, a partir de la zona media entre los incisivos superiores y los premolares del

maxilar superior del ratón, donde se ubica el NALT. Se realizaron disecciones para

obtener muestras de los siguientes órganos y tejidos: mucosa nasal (incluyendo el

NALT), ganglios cervicales, tráquea, pulmón, bazo, hígado e intestino. Se lavó cada

muestra por separado en solución salina estéril (SSE) para posteriormente fijarla con

paraformaldehído al 4 % en Tris-HCI durante 8 h; se lavó el material con Tris-HCI y se

incluyó en parafina para seguir con los métodos histológicos seleccionados . Se

emplearon las tinciones de H-E, PAS V Grocott para evidenciar estructuras fúngicas de

H. capsulatum en los órganos y tejidos procesados.

BÚSQUEDA DE ESTRUCTURAS FÚNGICAS DE H. capsulatum V DE CD EN

ÓRGANOS y TEJIDOS DE RATONES INFECTADOS, POR INMUNOHISTOQUIMICA

(IHQ) ESPECiFICA
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Se siguieron los mismos procedimientos del inciso anterior para la obtención de las

muestras. A continuación se lavó cada muestra por separado en SSE para

posteriormente incluirla en resina Ortho Cutting Tissue (OCT) (Sigma Chemical Co. St.

Louis, MO) y congelar los bloques de cada órgano a -80 oC. Antes de proceder al corte

en congelación, cada bloque fue transferido a -20 oC por un corto periodo, para

permitir la eliminación manual del exceso de resina. Se trabajó con el criostato en el

intervalo -16 a -20 oC. Se obtuvieron criosecciones de 5 urn de grosor de los tejidos

incluidos de cada muestra. Se seleccionaron los mejores cortes y se colocaron en

portaobjetos especiales con carga positiva, Supertrost Plus (Shandon Inc. Pittsburgh,

PA).

Método de inmunoperoxidasa simple: Cada corte se dejó secar al aire por 20 min

para estabilizarlo, seguido de fijación en acetona total por 20 min y nuevo secado al

aire. Se bloqueó la peroxidasa endógena, en cada preparación, adicionando peróxido

de hidrógeno 1 % en metanol (vol/vol), durante 30 min a temperatura ambiente (TA) y

en cámara húmeda (CH). Se lavó cada preparación tres veces por 5 min con Tris-HC!.

Se bloquearon los sitios no reactivos con Tris-HCllTriton X 100, 0.1 % /Albúmina Sérica

Bovina 1 %, 1 h a TA y en CH. Todas las preparaciones fueron ligeramente lavadas e

incubadas, durante toda la noche a 4 oC en CH, con un suero hiperinmune de conejo

anti-H. capsulatum diluido 1:100 en Tris-HCI, el cual fue probado previamente en

inmunoensayo enzimático (ELlSA) (Voller et al. , 1979) dando títulos >1:640. Al mismo

tiempo, cortes duplicados de cavidad nasal y ganglio cervical fueron incubados con el

anticuerpo monoclonal anti-CD, NLDC-145 (Serotec, Co. UK) hecho en rata y diluido

- 18 -



1:40 en Tris-HCI, para identificar el receptor tipo lectina de las CD denominado DEC-

205, con especificidad para manosa.

Al día siguiente, se lavaron los cortes tres veces por 5 min y se incubaron por separado,

durante 1 h a TA en CH, con los anticuerpos secundarios biotinilados apropiados

diluidos 1:100 en Tris-HCI: anti-lgG de conejo obtenido en cabra (Gibco Laboratories,

Grand Island, NY) para revelar H. capsulatum o anti-lgG de rata hecho en cabra (ICN

Biomedicals, Inc.) para revelar las CD. Se lavaron ambas series de preparaciones y se

incubaron con el complejo avidina-peroxidasa diluido 1:100 en Tris-HCI durante 30 min

a TA. En seguida, se lavaron de nuevo las preparaciones y se incubaron 2-3 min con

solución de aminoetilcarbazol (AEC-Histostain, Zymed Laboratories, CA) hasta obtener

una coloración rojiza. Posteriormente, se lavaron las series de preparaciones en agua

corriente y se contratiñeron con hematoxilina de Mayer durante 30 s para después

montarlas con resina hidrosoluble.

Los testigos, fueron cortes incubados con suero normal del animal en el que fue hecho

el anticuerpo primario y procesados, en lo sucesivo, de la misma forma en que se
. .

describe anteriormente. Para el suero anti-H. capsulatum se utilizó como testigo un

corte de ganglio peripancreático de una paciente que murió de histoplasmosis

diseminada. La actividad del anticuerpo para NLDC-145 (marcador de CD) fue probada

en cortes de timo, donde las CD corticomedulares y las células epiteliales son positivas.

Método de doble inmunoperoxidasa: De forma separada a la IHa simple

anteriormente descrita, se emplearon algunos cortes de mucosa nasal y ganglio

linfático cervical para realizar doble localización en el mismo corte, tanto para H.

capsulatum como para CD. Para ello, se modificó únicamente el cromógeno de la IHa:
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DAB (diaminobenzidina-Zymed) como cromógeno para H. capsulatum que produce un

color café claro y AEC (amlnoenlcarbazol-Zyrned) como cromógeno para CD que

produce un color rojo.

DISTRIBUCiÓN DE PROPÁGULOS DE H. capsulatum EN LA MUCOSA

NASAL, POR MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE BARRIDO (MEB)

Una vez sacrificados los ratones, fueron decapitados y se les realizó un corte sagital, en

fresco, de la cabeza para exponer la cara lateral del tracto respiratorio superior,

incluyendo cavidad nasal, nasofaringe y laringe. Se procedió a fijar las dos mitades de

la cabeza por inmersión en paraformaldehído al 4 % en amortiguador de cacodilato de

sodio 0.1 M (pH 7.4) durante 3 h a 4 "C. Después de lavarlas con el mismo

amortiguador, la mitades de la cabeza fueron posfijadas en tetróxido de osmio al 1 %

en cacodilato de sodio durante 1 h a 4 "C, para procesarlas por MEB (Bozzola &

Russell, 1999) y observar la distribución y ubicación de células de H. capsulatum

después de los diferentes tiempos de sacrificio post-contacto con la mucosa de la

cavidad nasal.

. DETECCiÓN MOLECULAR DE H. capsulatum EN ÓRGANOS y TEJIDOS DE

RATONES INFECTADOS, POR PCR-ANIDADA

Extracción de DNA: De cada órgano extraído, se separó un fragmento de 25 mg para

disgregarlo. Cada muestra se colocó en un tubo de centrífuga de 1.5 mi al que se le

adicionó 180 !JI de amortiguador ATL incluido en el QlAamp tissue kit (Qiagen, Hilden,
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Alemania) y 20 ~I de proteinasa K (Qiagen) a 1 mg/ml. Las muestras se incubaron a 55

oC durante toda la noche..AI día siguiente, éstas se expusieron a congelación con

nitrógeno líquido por tres veces alternando con tres exposiciones de calentamiento en

agua a 100 oC, para romper la pared celular de las levaduras de H. capsulatum

presentes en los tejidos procesados. Se dejaron estabilizar a TA y de nuevo se les

adicionó 20 ~I de proteinasa K (1 mg/ml) y se incubaron otra vez a 55 oC con agitación,

durante 1 h. Posteriormente, se agitaron las muestras en vórtex durante 15 min y se

agregó, a cada una, 200 ~I de amortiguador AL (Qiagen). Se mezcló bien y se incubó

inmediatamente cada muestra a 70 oC para obtener una solución homogénea. En

seguida se adicionó, a cada muestra, 200 ~I de etanol (96-100%) y se mezcló por

agitación con vórtex (para obtener una muestra homogénea, fue importante mezclarla

de inmediato con el etanol, para evitar la formación de un precipitado blanco al

adicionar éste; en caso de aparición del precipitado, éste fue disuelto con agitación).

Las muestras se transfirieron por pipeteo a columnas Dneasy Mini Spin del kit (Qiagen)

que fueron colocadas en tubos de colecta de 2 mi (Qiagen). Se centrifugaron a 8000

rpmx 1 mino Se eliminaron los eluídos y los tubos colectores de todas las muestras. Las

columnas fueron colocadas en tubos colectores nuevos de 2 mi y se adicionó, a cada

una, 500 ~I del amortiguador AW1 (Qiagen) y se centrifugaron a 8000 rpm x 1 minoSe

eliminaron de nuevo los eluídos y los tubos colectores. Se colocaron de nuevo las

columnas en otros tubos colectores y se adicionó, a cada muestra, 500 ~I de

amortiguador AW2. Se centrifugaron las columnas a 14000 rpm x 3 min para secar la

membrana que contenía el DNA y se desecharon los eluídos y los tubos colectores.

Finalmente, para eluír el DNA, cada columna se colocó en un tubo Eppendorff de 1.5 o
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2 mi y se pipetearon directamente 200 !JI de amortiguador AE (Qiagen) , previamente

calentado a 65 oC, sobre la membrana que contenía el DNA, seguido de incubación a

TA por 1 min y de centrifugación a 8000 rpm x 1 mino El DNA obtenido de cada

muestra, se guardó a -20 "C hasta su uso.

Iniciadores para la PCR especffica de H, capsulatum: Los iniciadores empleados en

la PCR-anidada, propuestos por Bialek et al. (2002), delimitan una secuencia

nucleotídica (no. de acceso GenBank AJ005963) de un gen que codifica para una

proteína de 100 kDa específica de H. capsulatum (Hcp100). Los iniciadores para la

primera PCR fueron: Hc I (5'-GCG TIC CGA GCC TIC CAC CTC AAC-3 ') y Hc 11 (5'­

ATG TCC CAT CGG GCG CCG TGT AGT·3') que corresponden a una banda de 391

bp. Los iniciadores para la segunda PCR (anidada) fueron: Hc 111 (5'·GAG ATC TAG

TCG CGG CCA GGT TCA-3 ') y Hc IV (5'-AGG AGA GAA CTG TAT CGG TGG CTI G­

3') que corresponden a una banda de 210 bp.

Ensayos de PCR: La mezcla de la primera reacción de PCR consistió en 2 !JI de DNA

extraído de cada órgano, en un volumen total de 25 !JI por tubo. De los cuales fueron :

13.8 !JI de agua destilada, 2 !JI de Tris-HC110 mM (pH 8.3),1 !JI de MgCI2 2 mM, 1 !JI de

cada uno de los iniciadores Hc I y Hc 11 1 !JM (Roth, Karlsruhe, Alemania), 0.2 !JI de

ampliTaq DNA polimerasa a 1 Uf !JI (Perkin-Elmer, Foster City, CA) y 1 !JI de cada

desoxinucleósido trifosfato (DNTPs) a 200 Uf !JI (Promega, Madison, WS) . La mezcla de

la segunda reacción de PCR (anidada) fue idéntica, excepto porque para ésta , se utilizó

1 !JI del producto de la primera reacción, 1 !JI más de agua destilada para completar los

25 !JI del volumen de reacción y los iniciadores Hc 111 y Hc IV. Ambas reacciones de

PCR se corrieron con el siguiente programa: un ciclo de 94 oC por 5 min, 35 ciclos de
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94 -c por 30 s, 65 -c por 30 s y 72 -c por 1 min, con una extensión final de 72 -c por 5

minoLas PCR fueron corridas en un termociclador BIO-RAD (Bio-Rad Laboratories, Inc.

CA). Los productos de las PCR fueron analizados por electroforesis en geles de

agarosa al 2 % con amortiguador TAE 1 X, a 100 V Y en un tiempo de corrida de 60

min, teñidos con 0.5 ¡Jg/ml de bromuro de etidio y visualizados con un transiluminador

de luz ultravioleta. En todos los ensayos se utilizaron los volúmenes correspond ientes

de DNA puro de cepas de referencia de H. capsulatum para cada PCR como testigo

positivo, como negativo se utilizó agua estéril y como marcador de tamaño molecular se

utilizó 100 bp DNA Ladder (Invitrogen- Tech-Line Life, USA).
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RESULTADOS

A partir de las siembras de fragmentos de cada órgano estudiado de los ratones

sacrificados, se recuperó el hongo en fase micelial, únicamente en gangl io a las 3 h Y

en tráquea a las 6 h post infección.

OBSERVACiÓN DE CÉLULAS DE H. capsulatum EN ÓRGANOS y TEJIDOS

DE RATONES INFECTADOS, POR TINCIONES HISTOLÓGICAS

CONVENCIONALES

En los cortes transversales del conducto nasofaringeo descalcificado, se ubicó el NALT.

Este Iinfoepitelio, en ratones, se encuentra en el tercio medio del piso de la cavidad

nasal, en el ángulo formado entre el hueso del paladar y el hueso del cornete inferior, y

es bastante evidente con la tinclón de H-E (Fig. 1 a y b).

La tinción de H-E, mostró células compatibles con levaduras de H. capsulatum intra e

intercelulares en el NALT, a partir de las 3 h post infección (Fig. 1 e). Asimismo, se

observaron sitios en el epitelio que recubre al NALT por donde, posiblemente,

transitaron levaduras de H. capsulatum (Fig . 1 d). Por el método de PAS, tanto en el

epitelio cilíndrico ciliado pseudoestratificado de la mucosa nasal (Fig. 2 a) como en la

médula (Fig. 2 b), se observaron levaduras de H. capsulatum; por el método de Grocott,

en el seno subcapsular de los ganglios linfáticos cervicales, se observaron levaduras

dentro de una posible célula dendrítica velada (Fig. 2 c). En ningún otro órgano se

encontraron estructuras fúngicas en este tiempo .
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OBSERVACiÓN DE CÉLULAS DE H. capsulatum EN ÓRGANOS y TEJIDOS

DE RATONES INFECTADOS, POR IHQ SIMPLE

A las 3 h post infección, mediante IHa, se observaron células compatibles con

levaduras de H. capsulatum únicamente en mucosa nasal (Fig. 3 a y b), incluyendo al

NALT (Fig. 3 e), yen ganglios linfáticos cervicales (Fig. 3 d). A las 6 h en la tráquea, se

observó una gran cantidad de levaduras en su mayoría intracelulares, distribuidas

heterogéneamente dando la apariencia de tránsito en el epitelio cilíndrico ciliado (Fig. 4

a) y cúmulos de levaduras en la lamina propia (Fig. 4 a). En el resto de los órganos

estudiados no se revelaron estructuras fúngicas.

Los testigos de cortes de tejidos murinos procesados con suero normal, resultaron

negativos como se observa en el ganglio linfático cervical de ratón (Fig. 5 a), mientras

que el ganglio peripancreático de una paciente con diagnóstico postmortem de

histoplasmosis, utilizado como testigo positivo, presentó numerosas estructuras

fúngicas libres y dentro de fagocitos, cuando fueron incubadas con suero -especlñco y

reveladas por la tinción de IHa (Fig. 5 b).

OBSERVACiÓN DE CÉLULAS DE H. capsulatum Y CD EN ÓRGANOS y

TEJIDOS DE RATONES INFECTADOS, POR DOBLE IHQ

La doble IHa en cortes de mucosa nasal y de ganglio linfático cervical, incubados

primero con suero hiperinmune anti-H. capsulatum y después con anticuerpo anti-

NLOC-145, mostró colocalización de H. capsulatum y de CO (Fig. 6 a-e). Las figuras 6 a

y b, destacan levaduras de H. capsulatum intracelulares en CO subepiteliales e
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intersticiales de mucosa nasal, aunque ' también se encontraron levaduras

extracelulares. En el ganglJo linfático se hallaron levaduras intracelulares en CO (Fig. 6

c). Los testigos positivos para probar la actividad del anticuerpo anti-NLOC-145

revelaron CO, tanto en los cortes de mucosa nasal como en el timo de ratón (Fig. 6 d Y

e).

DISTRIBUCiÓN DE CÉLULAS DE H. capsulatum, EN LA MUCOSA NASAL

DE RATONES INFECTADOS, OBSERVADA POR MEB

La figura 7 muestra el corte sagital de la cavidad nasal a las 3 h post infección,

observado por MES. Las imágenes a mayor aumento, permitieron reconocer

estructuras fúngicas adheridas a la mucosa que corresponden, morfológicamente, a

células de H. capsulatum compatibles con la fase levaduriforme del hongo, debido a

que presentan gemación (Fig. 8 a). Un hallazgo azaroso, fue la observación de

levaduras adheridas a eritrocitos extravasados accidentalmente al tracto

nasorespiratorio, algunas de éstas también presentaban gemación (Fig. 8 b).

Finalmente, la MES permitió tener una visión de la dinámica del desplazamiento de las

células del hongo en la mucosa nasal a las 3 h post infección, ya que se observó una

disminución gradual de la cantidad de estructuras fúngicas en el examen progresivo de

la zona anteroposterior del tracto nasorespiratorio.
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PCR-ANIDADA

Los ensayos realizados con este método molecular, detectaron la presencia de DNA de

H. capsulatum tanto en ganglios linfáticos cervicales a las 3 h como en tráquea a las 6 h

post infección. En ambos casos, se obtuvieron bandas muy débiles de 391 bp en la

primera PCR, las cuales se amplificaron en la segunda PCR (anidada) revelando

bandas nítidas de 210 bp, correspondientes a un fragmento del gen que codifica para la

proteína Hcp100 de este hongo (Fig. 9 a). Los demás órganos analizados con la misma

metodología no mostraron bandas de DNA de H. capsulatum, en ninguno de los

tiempos estudiados (Fig. 9 b).
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DISCUSiÓN

Hasta la fecha se siguen considerando tres etapas en el curso inicial de la infección por

H. capsulatum: 1) la infección en hospederos mamíferos se lleva a cabo a través de la

inhalación de propágulos infectivos que llegan directamente a los alvéolos de los

bronquiolos terminales; 2) la primoinfección de la histoplasmosis se establece en el

pulmón, a partir de la transición dimórfica de H. capsulatum (previamente reportada a

las 6 h después de la inhalación de los propágulos) y de la consecutiva replicación de

levaduras dentro de M<j> alveolares; 3) desde este momento se puede iniciar la

diseminación sistémica del hongo vía hemática y/o linfática (Gildea et al., 2001; Tewari

et al., 1998). Aunque las etapas anteriores están bien documentadas (Emmons et al.,

1977, Kimberlin et al., 1981, Gildea et al., 2001 ; Newman, 2005), no constituyen las

únicas opciones para el establecimiento y diseminación del hongo en el hospedero. El

presente trabajo plantea que existe, por lo menos, una vía paralela que puede ser

utilizada por H. capsulatum, una vez ingresado al hospedero, para seguir su curso

infeccioso y desarrollar una posible enfermedad.

En todos los casos de infecciones por patógenos que utilizan las vías respiratorias para

entrar y acceder al sitio más vulnerable de su hospedero en turno, la mucosa nasal

representa su primer punto de contacto (Heritage et al., 1997). Ésta, puede ser un

sistema interactivo en el cual suceden múltiples eventos de la respuesta inmune

asociada a mucosas, como adherencia, reconocimiento, fagocitosis, procesamiento y

presentación de antígenos. Considerando que para el patógeno en cuestión, el hongo

dimórfico H. capsulatum, la mucosa nasal cumple con las características de
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temperatura y humedad requeridas para que se lleve a cabo su transición M-L y que

una vez cambiado al morfotípo L (fase virulenta) puede recurrir a una serie de

estrategias que le permitirán sobrepasar a los ambientes hostiles intra- y extracelulares

del hospedero (Eissenberg & Goldman, 1991; Retallack &Woods, 1999), la interacción

con la mucosa nasal podría representar un papel crucial como primera línea de defensa

del hospedero y por ende definir el curso clínico de la enfermedad en hospederos con

distintas características inmunológicas.

La importancia de la participación de la mucosa nasal en la infección respiratoria por

propágulos de H. capsulatum fue cuidadosamente rastreada en un modelo de infección

in vivo, a partir de la primera hora hasta las 6 h post infección. Las técnicas

histológicas, de inmunohistoquímica y de microscopia electrónica, además del apoyo de

una metodología molecular (PCR-anidada), permitieron evidenciar al hongo en los

ratones infectados y sacrificados a partir de las 3 h post infección, y en particular,

constatar e inferir su tránsito hacia órganos y tejidos mas internos. La recuperación del

hongo del tejido infectado por siembra de éstos, en medios de cultivos, constituyó una

prueba fehaciente de la infección.

La presencia de levaduras de H. capsulatum interaccionando con componentes del

NALT, sugiere que este Iinfotejido juega un papel importante en las rutas de infección y

el destino de este hongo, ya que está altamente vascularizado hemática y

linfáticamente; además compromete la participación de células dendríticas. La

presencia de levaduras en CO de los ganglios linfáticos cervicales (evidenciadas con la

tinción de Grocott), plantea la posibilidad de que las CO observadas en la mucosa nasal

y el NALT transportan al hongo a través de los vasos linfáticos que drenan a estos
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tejidos y que, en su momento, llegan a los ganglios regionales más cercanos, donde

algunas levaduras son procesadas in situ por CPAs locales (CD y M~), disparando

desde ahí .Ia respuesta inmune. También es posible que algunas levaduras puedan

alcanzar la diseminación sistémica en el hospedero, continuando su viaje vía linfática

y/o hemática desde los ganglios linfáticos o utilizando una vía intercelular a través de la

unión a componentes de matriz extracelular. Aunque no se observaron levaduras de H.

capsulatum en los otros órganos estudiados a las 3 h post infección, y que, no obstante

a las 6 h post infección se encontraron en tráquea levaduras aisladas en el epitelio y en

cúmulos en la lámina propia, quedan en tela de juicio los tiempos de diseminación del

hongo en hospederos con diferentes susceptibilidades y su relación con cepas de

distinta virulencia.

Las figuras de MEB mostradas en este trabajo, ilustran estructuras fúngicas en proceso

de gemación, el cual es un evento de multiplicación típico de levaduras. Además, es de

interés destacar que este proceso fue observado sólo en la superficie de la mucosa

nasal a partir de las 3 h post infección, lo cual, apoya el hallazgo de la conversión

dirriórfica in vivo, a un menor tiempo que el reportado en la literatura que es de 6 h.

La mayoría de las infecciones por H. capsulatum son subcHnicas por lo que

frecuentemente son eliminadas por la respuesta inmune del hospedero (Canteros,

2005; Newman, 2005). El no mostrar un cuadro clínico que sugiera una infección, no

implica que el hospedero no posea al antígeno, por lo que en la actualidad, se emplean

técnicas moleculares como, diferentes métodos de PCR, los cuales permiten revelar la

presencia de DNA del hongo en los tejidos del hospedero parasitado. En este trabajo,

se utilizó un ensayo de PCR-anidada con iniciadores específicos para un fragmento de
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Ufl gen que codifica para una proteína de H. capsulatum. El fragmento génico

amplificado fue acotado en su homología con otros genes similares de distintos

organismos, con el fin de alcanzar su especificidad única para H. capsulatum. El haber

encontrado DNA de este fragmento único del hongo, en ganglio de ratón desde las 3 h

Yen tráquea a las 6 h post infección, ratifica con precisión los hallazgos observados con

las técnicas histológicas antes mencionadas.

Los resultados del presente estudio apoyan la propuesta de tres nuevos planteamientos

en la infección inicial por el hongo:

1) Que la transición dimórfica del hongo a partir del primer contacto con la mucosa

nasal del hospedero, se lleva a cabo en un tiempo menor a 6 h (Emmons et al., 1977;

Kimberlin et al., 1981), lo cual es sustentado por la microscopia electrónica del corte

sagital de la cabeza del ratón inoculado con H. capsulatum y sacrificado 3 h después,

en la que se puede apreciar estructuras fúngicas en proceso de gemación.

2) Que existe la opción de una ruta de ingreso más corta, a partir del primer sitio de

contacto con el hospedero, que es la mucosa nasal. La nariz, como parte de un

organismo vivo, posee características mortofisiol6gicas en sus componentes epiteliales,

comunes al resto de las demás mucosas, ya que también posee células que pueden

fagocitar microorganismos y partículas pequeñas que ingresan por la vía aérea y

pueden ser captadas por CD en curso, las cuales, pueden definir el destino de tales

antígenos, ya sea para destruirlos parcial o totalmente, o bien, para procesarlos y

transportarlos hacia los ganglios linfáticos regionales más cercanos, donde serán

presentados a los linfocitos T para dar inicio a una respuesta inmune adaptativa.
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3) Que el proceso de diseminación de H. capsulatum en el hospedero puede iniciarse a

partir de su intemalización en la mucosa nasal desde las 3 h post infección,

posiblemente ayudado por las células epiteliales y las CO subepiteliales e intersticiales,

ya que encontramos, en este tiempo, levaduras de H. capsulatum en CO que ingresan

a los senos subcapsulares y en la paracorteza de los ganglios linfáticos cervicales (ver

Fig. 2 e), mediante los vasos linfáticos eferentes que provienen desde los tejidos

circunvecinos de la mucosa nasal, incluyendo al NALT.
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CONCLUSIONES

» Los resultados destacan la importancia de la mucosa nasal y de los ganglios

linfáticos cervicales que la drenan, como sitios de inicio de la infección por H.

capsulatum.

» La morfología de las estructuras fúngicas observadas por MEB sugiere que la

transición M-L puede ocurrir desde la mucosa nasal a partir de las primeras 3 h post

infección y no estrictamente a las 6 h en M<I> alveolares, como lo cita la literatura.

» Las células epiteliales asociadas al NALT participan el en tránsito de células de H.

capsulatum desde la superficie de la mucosa hacia el tejido Iinfoide subepitelial,

donde el hongo entra en contacto con CD y M<1> , además de vasos linfáticos y

sanguíneos para, eventualmente, ser diseminado a otros órganos.

» La presencia de H. capsulatum en los ganglios linfáticos cervicales permite inferir

que las CD epiteliales e intersticiales actúan en la captación, transporte y destino del

hongo a partir de la mucosa nasal.

» Los ensayos de PCR-anidada demostraron la presencia de DNA del patógeno a las 3

h post infección, únicamente en mucosa nasal y ganglios linfáticos regionales.

También revelaron el patógeno en tráquea a las 6 h post infección. Lo anterior

confirmó los hallazgos histológicos.
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~ Tanto el estudio histológico como el molecular (PCR-anidada), no demostraron

compromiso de los demás órganos estudiados en los diferentes tiempos.
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Figura 1 (a-d), Estructura del tejido Iinfoide asociado a la nariz (NALT) Y su asociación con
H. capsulatum. Se utilizó la tinción H-E. a) El óvalo encierra al NALT Y las flechas indican el
epitelio que lo recubre, 100x; b) Imagen amplificada del NALT, 400x; e) Los circulos encierran
levaduras de H. capsulatum en la zona linfoide del NALT, 1000x; d) La flecha señala el sitio por
donde, posiblemente, entraron las células de H. capsulatum (encerradas en el círculo) , 1000x.
Los tejidos con células fúngicas proceden de ratones sacrificados 3 h post infección (ver detalles
en Materiales y Métodos).
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Figura 2(a-c). Levaduras de H. capsulatum inter e intracelulares. a) En la base del
epitelio de la mucosa nasal, PA5; b) En la médula ganglionar, PA5; y e) Dentro de una
CD en el seno subcapsular de los ganglios linfáticos cervicales, Grocott. Las flechas
indican levaduras de H. capsulatum. Las imágenes fueron amplificadas 1000x. Los tejidos
con células fúngicas proceden de ratones sacrificados 3 h post infección.
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Figura 3(a-<:l). Levaduras de H. capsulatum inter e intracelulares. Se utilizó la técnica
específica de IHa (ver detalles en Materiales y Métodos). a y b) Epitelio de la mucosa nasal
del ratón; e) En el NALT; d) En los ganglios linfáticos cervicales . Las flechas destacan
levaduras de H. capsulatum. Las imágenes fueron amplificadas 1000x. Todos los tejidos con
células fúngicas proceden de ratones sacrificados 3 h post infección .
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Figura 4(a,b). Levaduras de H. capsulatum en cortes de tráquea. Se utilizó la técnica
específica de IHa (ver detalles en Materiales y Métodos). a) Epitelio cilíndrico ciliado; b)
Lámina propia con cúmulos de levaduras. Los óvalos encierran algunas levaduras de H.
capsulatum. Las imágenes fueron amplificadas 1000x. Los tejidos con células fúngicas
proceden de ratones sacrificados6 h post infección.
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Figura 5(a,b). Cortes de tejidos procesados como testigos. Se utilizó la técnica
específica de IHQ (ver detalles en Materiales y Métodos); los cortes fueron contrateñidos
con Hematoxilina de Mayer. a) Ganglio murino procesado con suero normal como testigo
negativo; 400x b) Ganglio peripancreático de una paciente con histoplasmosis como
testigo positivo, 1000x. Los óvalos encierran levaduras de H. capsulatum.
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Figura 6(a-e). Inmunohistoquimica para H.
capsulatum y CO. a y b) Mucosa nasal de ratón
infectado; e) Ganglio linfático cervical. Estos tejidos
fueron procesados por una IHa doble, con anticuerpos
anti-H. capsu/atum y anti-NLDC-145, utilizando como
cromógenos AEC (aminoetilcarbazol) para H. capsu/atum
(color rojo) y DAB (diaminobenzidina) para CD (color café
claro). Como testigos positivos para la detección
específica de CD se utilizaron: d) Mucosa nasal de ratón
infectado y e) Timo de ratón sano; ambos procesados en
una IHa simple con el anticuerpo anti-NLDC-145 y
teñidos con AEC. Los tejidos con células fúngicas
proceden de ratones sacrificados 3 h post infección. Las
imágenes a, e y e fueron amplificadas 1000x; b y d 400x.
Las flechas indican células dendríticas y los óvalos
encierran CD con levaduras de H. ceosutetum.
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Figura 7. MEB del corte sagital de la cabeza del ratón. El corte se realizó con una
navaja de costilla, previo al procesamiento para MES. La imagen fue amplificada 1500x.

Figura 8(a,b). MEB de la mucosa nasal expuesta por el corte sagital de la cabeza del
ratón infectado. a) Las flechas indican células de H. capsulatum, compatibles con la fase
levaduriforme del hongo, en proceso de gemación; b) Levaduras adheridas a eritrocitos,
algunas en gemación (óvalo). Los cortes con células fúngicas proceden de ratones sacrificados
3 h post infección (ver detalles en Materiales y Métodos). Las imágenes fueron amplificadas
1500x.
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Figura 9(a,b). PCR-anidada para detectar la presencia de DNA de H. capsulatum en
órganos y tejidos de ratones infectados. a) Amplificación en la segunda PCR de la
banda de 210 bp específica de H. capsulatum; b) Ausencia de DNA fúngico amplificado
en los demás órganos. Los ensayos de PCR se realizaron con órganos de ratones
sacrificados a las 3 y 6 h post infección (ver detalles en Materiales y Métodos).
Abreviaciones: G= ganglio linfático cervical; T= tráquea; P= pulmón; H= hígado; 1=
intestino; B= bazo; M= marcador molecular 100 bp DNA Ladder; H20= control negativo;
DNA= control positivo de DNA obtenido de la fase micelial de H. capsulatum.
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