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RESTUMEN

Es posible que factores como la adad y el sexo enixe otros, in
fluyan en la resistencia del individuo a la infeccién., En el labors-
torio se ha observado que ratones eingénicos Baldb/oc de 41/2 messs de-
edad presentan una parcada resistencia a la infeccién con Eistoplasma
capsulatun en comparsoién con los ratones de 1 mes y 1 afio de edad. -
En todos los grupos donde se astudid el sexo y la edad, los ratones -
machoe muy jovenes { 1 mes ) presentaron el curso mfs dréstico & la -
infeccién histoplasmosa, lo qus sugiers una mayor predisposicién a la
enfernedsd ( posiblemente un estado supresivo previo a la infecoién )e
Le transfsrenois adoptiva de células de bazo procedentes de ratones =
machow de 1 mes de edad a receptores machos de 4§ 1/2 meses de edad —
( con o sin irradiacién ) alterS 1s resintencia a la infecoién en los
mtoa receptores.

' Aparentemente el estado supresivo transferido por las células de
“bago de ratones de 1 mes de edsd involucrs a dos tipos de poblacio-
nes celulsres : oflulas adherentes y no adherentes. Pars lograr una-
* mojor oarsoterissoién de estas c6lulas, se obtuviercn poblaciones de-
; nlyor pureza  incrementando el tiempo de incubacién que pomto le ad
. herenoia al vidrio y utilizando antisuercs en contrs do oflulss adhe-
.- rentes y ucoptou- Thy. 1 do ellulu 1,




INTRODUCOION

Ia histoplasmosis es una enfermedad causada por el hongo Histo-
plesma capsulatum, que es un organismo dimérficc que existe en forma
micelial en la naturaleza y en forma parfsita como levadura intrace~
lular que ataca preferencialmente a las células del sistema retfoulo
endotelial en humanos y animales susceptibles. E1l hongo se ha asoois
do al guano de los murciflagos y a las deyecociones de aves ocomo ga11i
nas y pollos, en suslos de ousvas, cavernas, nminas o sétanos. En Mé-
xico la presencia del guano del murciélago tiens un papel de gran im-
portancia en las infecoiones por Histoplasma capsulatum ( 1 ). la en
fermedad es adquirida al inhalar las esporams de la fase saprobia, que
son disemivadas por todo el pardnquime pulmonsr y al parecer al ser -

. oapturadas por lom macrSfagos, se transforman en ls fase pardsitaria-
que e la levadura ( 2 ). la fase levaduriforme del hongo se observa
en cultivos onﬂquaoidnn mantenidos a 37°C y en tejidos del huésped.-
Ia enfermedad pueds presentar tres variedsdes segin Gonzdles Ochos ~
('3 )t 1a fase prineria generalmente saintomftioa, la fase residunle
de la fase primaria, que pusde presentar un curso moderado o orénico-
Yy la reinfeccién endSgena que 1o mayoxria de las veces es fatal,

" 1a respussts inmune presenta bdsicamente dos tifos de mecanismos
efectoress 1) Los de 1a inmunidad humoral, mediada por snticuerpos —
que son sintetizados por los linfooitos By 2) los do 1s inounidad - -
_oelular,. mdiada por los linfocitos 7 con sus diferentes subpoblacio=" ,
- nes, que junto oon los macrSfagos se caracterirzan por la grsn canti--
dad de sctividades biolégicas realisadas s trevés de diferentes pro—
* duntos oslulares como lss linfocinas y las interleucines. Ia respues
ta inmmne celular es muy importante en la defenss del huésped en con-

B tn de 1as infecciones intracelulares y ls histoplaswosis proves un =

modelo de estudio muy interesants de esta respuests ( 4-9 ). Durente

o las prhoru Semanas dnpull de la exposicién al hongo. empiesan & de
-'sarrollarss los mscaniswos involucrsdos en una respuseta imune celu~

lar, ouyo éxito depsnds, por supumesto de la intersocién soordinads y=



acertada de todos los factores comprometidos en la respuests inguns -
. goneral del individuo. Normalsents el hufsped es capms de Tesolver -
1a infecoidn y eliminar al hongo, pero si existen alteraciones en los
mecanismos de inmunidad celular, las levaduras proliferan dentro de -
108 macréfagos, resultando wa histoplasmosis disemineds, con Srganos -
retiouloendoteliales difusamente crecidos, come sl higedo, baso y gan
glios linfdticos ( 2 ). Bullook y colaboradores han realisado estuee
dios sobre fendmenos inmunosupresivos gensrsdos por ls infecoidn his-
toplasmosa, que podrfan explicsr el ourso ssverc de la enfermedad, Eg
to tanmbién se ha reportado en procesos infecciosos causados por pard-
sitos ocomos Mygobacterfum lepras, M. tuberculosis, Toxoplagma gondie,
Plaspodium chabaudi, Tripanosoma xhodecence y 2. grusi ( 10-17 ).

Asf oomo es desarrollsdo este tipo de imaunosupresién por la pre
senoia del hongo, son interessntes las observaciones de que existen -
individuos aparentemente normales que son mfs susceptibles a la histy
plasmosis, probablemente dedbido a estados supresivos naturales o tal-
ves oirounstanciales que se encusntran presentes previaments al procs

‘80 infeccloso, prinoipalzente en aquellos individuos que desarrollsne .

1a infecoifn violenta y que clinicasents no se le han detectado fame
- 1las en wu sistena mmuuo.nxmumwomupouu-‘ )

' "»'nphlmmlupnnn. nmaqmolbmomnm“h‘md'

o moopublo en ocondicicnes sparentsments normales, ncion que faoto= . '

 Tes oomo altas dosis infectantes, virulenois de la ospa ¥ estalos su-
~ presivos ocasionales y/o naturales del hufeped, podrfan estar relacip
nedos oon 1a facilitsoién de la infecotén misma, saf como también pue.
den deberee a faotoxes nnlum, hormonales, estados nutrioionales -
deficientes, fatiga, stress, gxupos nnnlnool. el oomplejo mayor de-
histooompatibilidad (HIA), sexo y edsd. Con respecto al faotor sexo, '
se ba observado en 1a infecoién histoplassoss, que los imdividuos del
sexo masoulino adquieren la fnfecoién con meyor frecusncis que los in
dividuos del sexo femsnino. Anteriorments sste hecho erm strituido -
al fastor ooupacicnal, puesto que los hoabres we encusntran en ssyore
oontacto eon los sitios de medu. #4n subteargo, scjualmente se han
mmm ntldol lc myaunm donondhntn dol factor sexo.



Se ha observado que individuos de ambos sexos aparentemente normales,
expuestos al hongo [istoplasma capsulatum bajo idénticas condiciones,
tienen diferentes cursos clfinicos de la enfermedad, siendo los indivi
duos del sexo femenino mfs resistentes a la infeccidén. Con respecto -
8 los cambios en la respuesta inmune en relacién con el sexo existe -
muy pooa informacién, sunque se ha reportado que el sexo femenino en
comparacidn con el sexo masoculino presenta mayor resistencia a las in
fecciones ( 18-19 ).

Asf.como se han realizado las obmervaciones anteriores con res—
pecto al factor sexo, también existe informacién relacionada con res-
pecto al factor edad, Cheney,K.E.( 20 ) y colaboradores han recopila

'do informacidn eobre la disminucién de la respuests inmune al avanwar
la edad, y enta e» asooiada con el gran incremento de manifestaciones
autoinnunes en la vejes. La respussta de anticuerpos de ratones vie-

" Jos hacis eritrocitos de carnero { que es una respuesta T-dependiente)
*8 menor en comparacién con la Tespussts de ratones jévenes, al igual
que ol nimerc de células formadorms de anticuexpos ( oflulas B ), y -
la respuestisa de linfocitos mixtos que representa & la fase de recono-

"olmiento de la respuests immme celular. En la vejes existe mayor ig
oidencia de infecoiones dedido a que 1a respuesta inmune celular dis-
mimiye ( 21 ). La respuesta de linfocitos mixtos de ratones hembras-

1 viejos de 1a cepa C5STEL/GJ, dieminuye en comparscién con 1a respuesta. -

de 1os ratones jovenes, relaciondndose este fenSmeno oon 1a slta inei

' dencia de necplasias esponténess que presentan las cepss de Tatones -
con un perfodo de vida largo ( 22 ). Walford, R. L. { 23 ), propone=
que alguncs genes mutantes que controlan especfficamente & lo8 gones-

de histocompatibilidad, llegan & ser deprimidos al final de 1a etapa-

_26rt11, teniéndose como consecuencis una pérdida en el control de los
meoanisnos homeostfticos de sutoreconooimiento. Tasbién existen tra- .
bajos donde se reporta un aumento.ds. la sotividad supresora de oflu—

.1as T, con la consscuente disminuoifn de 1a sotividad de las cflulas~

T ayudadoras y cflulas B al avansar la edsd ( 24-27 ). Igualmonte, =

~ #e ha encontredo en diferentes cepas de retones, una disminuoién en -
o) nfimerc de células presentes en el ‘?tino', baso y nédulos linféticon~
conforme suments 1a edad  26-29 ). En experimentos con ritonu_ —



AKR/J, me ha realizado la transfersncia adoptiva de células de bago -
provenisntes de ratones visjos & ratonss jovenss, y ae ha observado -
qus después de la transferencia estos desarrollan una respussis inmue-
ne defioiente { 30 ). la produccién de Interleucina=2 ( IL=2 ), se =
reduce al 42% en células de bazo y nédulos linféticos de ratones vie-
Jos e 1a cepa BALB/c y C57BG/6, en comparacién con los ratones jJ6Ve-
nes, probablemente debido a la disminucién de la sotividad de las of~
lulas T y las células adherentes ( 31 ). Guillis, S, ( 32 ) ¥ coley-
tanbién encontraron que los linfocitos de personas de edad avanzada -
producen menor cantidad de IL-2, a comparacién de los linfooitos de -
individuos jévenes

Por otra parts, es bien oonocido el hecho de qus al nacimiento -
los individuos presentan una competancis inmunolégics limitads ( 33 -
39 ), v también existe una gran susceptibilidad hacis las infecoiones
que pusde deberse a la falta de madurez inmunoldgiom o & la inefics -~
oia de las células i{nmunoccmpetentss pars realiszar sus funciones nor-
males. Ia respussta de anticuerpos hacis un estimlo antigénico no =
e origina en el ratén, solo hasta despuds de dos semanas del naci ~—

“miento { 33-35 ). Los linfooitos Ty B aparecen en e baso de los ra

. tones alrededor del quinceavo y disciseisavo dfa de gestaoién, siendo
al prinoipio las células T afs mumerosas que 1as B, pero después del=

- sacimlento las cflulas B incrementan mds rdpidamente ( 33 ). A pesar.
de qu- on los dltinos ntulol de gestacién ya se encuentran pnnntn
oflules progonitoru ‘de uonu‘qu ¥ linfooitos, existe un lapso des-
pufs de) nmoimiento en donde 1a falta de respuesta insuns es evidente)
’ nugirllndnn es{ la irmadures funoionsl de las oflulas linfoofticas y
los maoréfagos, o 1a supresién 1levads s oabo directamente por cflu -
“las o factores soludles ( 36 ). la actividad inmunolégios de las o~

" “lulas B se desarrolls musho més 1pido que la aotividad de las oblu -

“1a8 T on 1os recifn nacidos; esto se denuestra porque ls respuesta de
“de oflulas ds baso de ratones recién nacidos hacis antfgenos timo-in-
dependientes sparece primerc que 1s respuesta hacis ant{gencs timo—de
pendientes, probablesents dedido & 1a existencia de un gran nfimero de
oflulas T supresorss { 35 ), que Holior 7 Cohen ( 37 ) tanbdién han en
contrado pnuntn -on 01 bazo de ratones neonatos, an.nundo la -



respuesta hacie eritrocitos, encontrando que esta no se presenta adn -
cuando las células de los neonatos se reconstituyan oon oflulas T pro-
cedentes de ratones adultos.

La falta de reactividad inminolégica de los ratones recién naci -
dos también comptromete a la poblacién adherente o c§lulas tipo maoréfa
go, sugiriéndose asf, que en el recién nacido no existen maordfagos =
funcionales { 38 ), es decir, que no estan 1o suficientements maduros-
para participar en las respusstas fnmunolégicas. También en especies-
oono 1a rata, se ha reportado la existencia ds células adherentes y no
adherentes de bazo que inhiben la respuesta bdlastogénica de esplencci-
tos haoia mitdgence { 40 ).

Tomando en cuenta la informacién anteriorments mencionada, Reyes-
Montes ( 41 ), realizé estudios con los factores de susceptibilidad co
mo el sexo y la edad, uti{lizando un modelo murino de lu ceps oingd_nioa
Balb/c y un modelo infecolioso con el pardsito intracelulsr Histoplasma
capsulatum, Trabajando con animales de anbos sexcs y tres edades dife
rentes ( 1 mes, 4 1/2 meses ¥ 1 aflc ), e infeotando con dos cepas dis-
tintas de H. capsulatum ( la 5037 y 1a Leén Péres ), observé que los -

. xatones de 4 1/2 meses de edad presentaban uns marcads resistencim a -

“1a infeccifn, puesto que necesitaban una domis letal 50 ( DL 50 ) ma -

" yor, y adends mostraban un alto porcentaje de sobrevida en comparacién °

con 1os ratones de un mes y un afo de edsd. Bn todos los experimentos
- realisados, las heabrus siempre fueron mds resistenten. En cuanto a -
' la respuests inmune celular, se encontré un awento en el nfinerc de ==
~1infocitos en los ratonss capaces de resistir la enfermedsd ( 4 1/2 me
- aes ), en cambio en los ratones lulccptiblil de 1 mes y 1 afio no se ~
 presents este fendmno; mostréndose asf, que n'omur una yesisten—
" o1a hacia 1a infecoidn, 1a respuesta inmune esta demandando cflulas pa '
 ra participar en la defensa, Otro parfvetro que se estudid fuf el por
< centaje de viabilidad de las células peritoneales, que tanbién fuf ma-
“yor en los animales de 4 1/2 meses, tal ver debido & uns mejor dg

fensa local, puesto que 1a inoculacién del hongo se realiss intraperi-
tonealmente. De todow los grupos de edad y ssxo estudiados, los rato-
nes nachos muy jévenes o muy viejos no resolvieron favorablemente la -
infeocidn, 1o que sugiere una predisposicién meyor debdids a un estsdo-



supresivo previo a la infeccién. Ya que el baso es wnc de los drgance

fundamentales en las stapas primordiales de desarrollo de la defensa -

on oontra de Histoplasme capsulatum, se trats de establecer ol el ests

do supresivo se debfa a alguns poblacién.célular de este Srgano, Be ~

realisd 1a transferenocis de cflules de bazo y de nédula Gses provenien
tes de ratones machos susceptibles ( 1 mes ), a ratones machos resisten
tes ( 4 1/2 meses ) wometidos a irradincién y se observé que los anima-
les surieron cuando se le infeoté con una désis letal ( DL 100 ) pars -
ratones de 1 mes. Este mismo fendmeno suoedié con ratones de 4 1/2 me-
ses no irradiados que solamente recibieron células de bazc de ratones -
de 1 mes, indicando que el estado supresivo era transferido y altersba~
la resistencia & la infecoidn en los ratones adultos receptores.

Bq han xvporu_do trabajos semejanties, reslizados "in vivo®™ ¢ "in -
vitro®, en los que se demusstra la supresién de la respuesta humoral —
- por oflulas de baso, pero la respuesta oelulsr afn no ha sido bien esty

. disda, E1 desarrollo de una respussts iomune hacim eritrocitos heterd-

logos, utilisando oflulss de baso de ratones CEA recién maoidos, demos-
- 26 ser deficlente debido & la presencia de una poblacidn celular no- -
" adhevente anriquecida con J.intooitnl ( 34). Por el comtrario, landehl,
i c. A, encontr$ wn nhtm.nto o supresién de la nlpuuh in vitro hame

" ofa exitooitos de oflulas ds baso provenientes de ratones sdultos, - -

" ouando ee mut\mm las oflules adberentes de adultos por oflulas de

e reolén muol. i oxporh-nm *in vivo". so ha oburuao ol fenfmeno

tmms al transferir macrSfagos pornonnln de ratones sdultos & ra~
" tones eoién nsoidos se obtiens W sumento de 1a respussta heola eritrg
- ottos ( 38'), y wma mayor proteccién s la infeccién pdr Horpes { 39 )ie
. Igualmente se han trensferido moréfagos de ratones nuutoc s reciplen
o tee. muuu uum. dando oono nnlhdo wa no mnhoidn de =
o '_.hnuuvund mlcgumum a1 contrario de 1o que sucg
S de cvando ee mumm -mruu 4. Tatones adultos (- 42).



PLANTEAMIENIO DEL PROBLEMA

1s adquisicidén de un estado supresivo imaunolégico en los ratones
adultos de 4 1/2 meses, debido a la transferencia adoptiva de cflulas~
de baso de ratones recidn nacidos de 1 nes, genexs el interds de carig
terizsr que tipos de células presentes en ¢l baro de ratones recién na
cldos estfn involucradas en la susceptibilidad haoia la infeccidn his-
toplasmoss. Estas célulss pueden ser células adherentes tipo mecxrSfa-
g0 y/o células no adherentes del tipo de 1linfocitos T, puesto que son~
las oflulas que participan con mayor actividad en ¢l montaje de wma -
respwesta insune celular en contrs del hongo Histoplasma oapsulatum.

OBJETIVOS

o ‘1.= Obtener matarial biolgico y estandarisar téonioas pars 1a se
lecoién de diferentes poblsciones de cflulas de daso de ratén,

. 2.= Reslisar la transferencia de cflulas adherentes y no adheren~
- ‘hl provenientes del baxo de xatones menores de m-n . ntonn adule—

Tltotdo41/2-uu.

, 3om Ohum: el afocts ®in vive® do_cada une do las ‘poblaciones op
“lulares, en ls susceptibilidad hacia 1a histoplasmosis, por medio de los
parfmetros dc muerte y desarrollo de signos de.1a enfersedsd en los ratp -

L nese

. 4.~ Carscterisar las pouuioan ocslulares pmnnm on ¢l baso de
ratones recién naocidos tupmublu do 1a h-nuwmié'n pnvu n m
‘I ceso lnheeluo.

l’obluionu oelulares adherentes y no adherentes del baso do rlto-—

Des machos Balb/c menores de un mes, participan en ¢l estado lmupxg
8ivo presente en ¢l recién moido, influyendo lobro 1s susceptidbilidad s

" 1a infecoién por Histoplasms ocapsulgtus, siendo uymn de tnutom /3 ,

te estado a ratones adultos resistentes a la fofecoién.



MATERIALES Y METODOS

 Animales

En ¢l trabajo experimental se utilisaron retones machos Balb/o de =
1a oceps singfnica de dos edades diferentes: 4 1/2 reses (sdultos) y wn -
mes (JOvenea) de edad. Los ratones fusron mantenidoe por ciusamiento oe
rredo y alimentados con Purina (Purina de México, 5. A. de C. V.) y agm
%sd 1{bitun®. la singenioidad fué comprobada por trasplantes de piel y-
cultivos mixtos de linfooitos ( 43 ). Tanbdbién se utilisaron conejos de
Fusva Zelanda de ambos sexos de 34 kg.

Mioroormmnismo

. Be ut1lisé la cepa de Fistoplasma capsulatum ¥o. 5037, procedente -
el Inatituto de Salubridsd y Rafernedsdes Tropioales (ISET) México, pro
' parolonads por sl Dr. Oscar Velasoo Castrején. K1 hongo fuf sislado de-

; m ouo homeno y conservado en su fase mioelial en el laborstorio, por =

: oultlm . tonpu‘t\ul anbients en medio Mycobiotio agar. la conver-—
#16n a 1a fase lnuurlfono 8¢ realisé por medio de cultivos semanales

: _'_,.nmmun oerebro’ corasén (BHI agar), adicionade-de 1X de Glucoea y =

i’ 0,1% e L-cistefna hidroolorads, inoubsdos a 37°C. Pars obtener el = =
udcn.lo m»tlnh. )8 hongo ~ne mcohulo ¥ disgregado en forms eatéril -

L en un morterc para separar la msa. .celular , yse lavé en solucifn esté-

ERE mediante o-nwun por 10 min & 2000 rpm, hasta eliminar los-
: nnu del agar, For (itimo me ajusts la onum neoesaria de levadu—
" res por turbidimetrfs en un fotocolorfastro Klett Susmerson con m 11
mamqso-.Mmm.mm(u).

1. lltooblouo npr (Mfoo) pare 15 oommwn del hongo. .

. 2. BHI (agar infusibn cerebro~corasén) Difeo. suplementado con gly

. ocss a 1¥ y L-cistefna hidroolorada (muk)nou. para 1s -
. oouomtdn de 1a fase levaduriforme del hongo.
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3, RPMI-1640 (Cibco) en amortiguador HEPES ( K2 hidroxietil pipe-
razina-N-26oido etano sulfénico) 2.08 g/1, suplementado con glu
tamina y piruvato. El medio es adicionado con bicarbonato de -
eodio en una concentracién de 2 g/1, 5 miorogranos de gentamicf
na/ml y 1 miorogramo de fungizona/ml. En el momento de su uti-
lizacién me le aflade suero fetal de ternera (Difco) al 20X des-
complementado a 56°C por 30 minutes. Se ajusta el pH a 7.2.

4. Boluoién balanceada de sales ( SBS ).
Solucién I
Dextrofia = « « w e w w = = w = = = 10 g,
Fosfato de potasio monobdsico anhidro 0.66 g.
Fosfato de sodio dibdsico anhidro = - 0.925 g.
Rojo de fonol 8l 0.5% = « = = « = « = 2 ml,
Se afora a 1000 ml con agua destilada.

Soluoién IX . :
Cloruro de oalolo anhidro.--—--~1.4é.
Cloruro de potasfo = = = = = = = == =4 g
1'cloruroda-odio-----------aog.f'

./ ~Cloruro de magnesio anhidro = - = « - ‘1,04 8
Sulfato d megnesio TH20 = w m === 2 g
‘80 aform & 1000 ml ocon agua destilada. '

e ;)huls de lolucionu . S L
SolI---------------loonl.
 BolIeemeemammene~== 1000,

’ Aguudutilldno.bp.-------looou..
Se n:luah s pE 7.2 y u sdicionan 50 ucrognlol/-l
‘npntniolm.‘

-5+ Soluoién floioldgica salina o.asxon agua destilada,

6. Soluoién 0.01 M de EDTA ( otumxmtrnommmto disddico _'
e 372.252 ¢ ) en S35, A 7.




Ts

9.

10,

1n.

' 12.,,’m/1mn
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Asul de tripano,

A, Agul do tripano = = = = = = = = = = 0,1 g
Agus destilads - ~ = c e mw v o ww=-5n]
Preparar ol dia de wo.
SoliArcwcowmew=0lnl

BB - =-=w====19nl.

Colorante de Wright (Sigma de México, S. A.)
Colorante en POLV0 « « w = w w v w = = 0,2 g
Glicerina QPi w mcc e m e e owa~3,0nl
Motanol QP s v mmw = = 0 = = = = =97,0 B

Bicarbonato de sodio al 5.8% en agus destilada.

doido clorhfdrico IN (HCI) _‘
mx(;sx)...---.--------o,gﬂ
Agus destilads = = = - = = = == == 100l

Resotivos para ELISA
aoluoun de fosfatos salina (PES).
. "clomulouo----------v 8.03"
" Cloruro de potasfo mw s wmm === 0.2 ¢
. Tosfato de modio dibdeico anhidro -~ 1.15g
.- Fosfato de potulo monobdeico - - = 0.2 g
. 8e afors & 1000 o, 40 agua destilads.

M W mmcmemeem—nee= 05

i ARle 40 Nollo mmmmmmmmmma 028

ﬂm---;--.----;...-..--].ooon’

15. PE8 /M ASB. Aﬁldir 23 de sl'b'hinl l!ﬂou bobine (ASB) ‘

llOOIldoPBS-hnn.‘



-1 -

14. BSolucién de boratos salina
Aoldo B8Xico e m = c cw e m === 6,198
Borato de 8040 =~ w = v m = > = 9,54 g
Cloruro de #0di{0 == v wwcwa= 4.39¢g
Asusdntum-- - -mw=wee 1000 Bl

1

ERiA

15. Sistema de substrsto de la fosfatass alcalina,
Amortigusdoxr del substrato
Dietanol aming = = @ = = = = = = = 97 al
Asida de lodio---------f- c.2g
Cloruro de megnesio & Hy0 [P | g
Agus dowtilads = = = == = = = « = 800 ml
- Do afisde HCI IN hasts ajustar el pR & 9.8. Se afora s ~

1000 ml. Se mantiens a tempersturs ambients en botells =
obsoura. Se prepars la solucién del substrato inmediata-
mente antes do usarla, Kl Substrsto (p-Nitro fenil fosfa
to) viens en tabletas de 5 mg, nismas que se conservan —
& = 20°C on 1a obscuridad. Se disuelve una tableta (rome
piéndole) en 5 al. del amortiguador del substrato, '

16. Glnumd.mao al 1%
,, 17; mucxuo de sodlo 3N (luon).

Prcpuuun TATR uunu no omclﬂu. _
.ll.ﬂulh-belmmhto-------b.OO‘éSg
BT metd] formanids - = = =« = w055
. Ague destilads - - moc-cceoo ~2258
i Tris baffer PHTL1 02N w e v o ,-12.5 ml- :
| ast red (TR sad 4-oloro—o-teluidina) - M-inm .
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Tinoién de cflules

1.~ Método de esterssa no espscifion (44) pars la identifiosoién-
ensimftica de macréfagost a) Se £1js en acetona fria al 100¥ durente-
5 min. b) Se inoubs con la preparecién pars esterssa anteriorments o
mencicnads (ver soluciones) durante 2030 min. o) Se lava con agua cp
rriente, d) Se contresta con hesmatoxilina durante 2 min. e) Se lava-
oon agus & 37°C y se monta en glicerol-gelatina pexra obeervacién al mi
oroscoploj 2.~ Tinoidn de Wrights a) Se fijs en metancl al 70X. b)e
Se inouba con el colorante Wright (ver soluciones) dursnts 5 min. o)=
Se agregs igual volumen de agua destilads permansciendo ssf durante 2~
min, d) Se lava con agus destilads y se monta en blsanc de Cdnadaj - .
3.« Tinoidn de exclusién con asul de tripanos se prepara una dilueee
"oién 1320 oon el colorants y las células en 8BS (ver soluoiones) y se-
observa inmediatanente al microscopio (las ¢flulas vivas no toman el -
colorants).

‘ Ls sepaxwoién de 1la podlacién oslular adherente pare las tincio—
‘™8e 88 realiss de 1a siguiente manere: se prepararon 15 tubos ds vie

- drio de fondo plano de 7 cm de altura por 1 om de dideetro, que con=

* tenfan en el fondo wna lentejs de vidrio de syroximedsmente 0.8 ca de-

: u‘-mlnro.Z-dncmior. ¥ se agregd & cada wo 1 X 105 oflulas

~ peritonseles de ratones sdultos o de baso de ratones de 1 mes en 1 ml-
_ @ RPMI con suerc fotal ds termers al 20X . las oflulss adheridas se-

. inoubaron en una sstwfs con atmfefera de 002 al 5% 7y & 37°C; se fija=
" _xon w difeventes tiempos (2 y 4 dfas) ¥ se les apliosron las tinciones

descritas, |

- Exeparseifn del suero snti-oflulss adherentes

: s) Obtencién de oélulas sdberentes peritoneales. BSe obtuvieron -
oflulas de exudados peritomeales de ratonss machos Pald/o singénicos -~

‘ ds 4~6 meves do edad, qu ires dfas antes fueron estimulados intraperi

‘tonealmente con 2 ml de mjol estéril. Bl procedimients se realiss en

forms satéril y fuf el siguientes 1.~ Se sacrifiod al animal por sec-

e oién medular despuds de sangrarlo a blanco de 1s yugular {pars evitar—
* 1o mém posible 1a contamineoién por eritrecitos del exudsdo) 2.- Bl -
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animal ae f1j8 en una tabla de disecoién y se le realiss asepsis en el

abdonen con alochol al 70X 3.- Se dejé al descubierto la cavidad pery

toneal y se inyectd entre 10-20 ml de SBS. Se agitd un poco al animal.
4.-El flufdo peritoneal se obtuvo con una pipeta Pasteur y se colood —
on tubos estériles de tapén de rosca. 5.~ Fara lavar las cflulas, los-
tubos se centrifugaron durante 10 min a 1500 rpm de 3 a 5 vecen hasta -
eliminar completamente el nujol. 6.~ Después del dltimo lavado se con=
taron las células viables en una cémara de Neubauer usando asul de trie
pano. Fosteriormente las células se colocaron en cajas de Petri de vi-
drio de 10 om de didmetro, suspendidas en 10 ml de HPMI oon suero fetal
de ternera al 20¥ y pH 7, & una concentracién de aproximadamente = = —
5 X 106 cflulas por caja. Se incubaron & 37°C en una atmfsfera al 5% =
de COy durante 4 dfas, cambiando el medio de cultivo diariamente. Pasg
do ere tiempo se elimind ¢l sobrensdante, se lavaron en las ocajas de P
tri con SBS y se desprendieron del vidrio con ayuda de un frotador de =
goma, recolectdndose en tubos y lavdndose con SB3 por centrifugacidén a-
1500 rpm durente 10 min. For dltimo se ajusts la cantided necesaris de
células en SBS. '

b) Inmnigacién. E1 susro anti-oflulas adherentes se obtuvo sie—e
guiendo el esquena de inaunisacién segin Unamue (45), que & contimua—
cién se desoribet dos consjos !\nm inysotados intramscularments en-
oinco ocnionu. durante oineco wemanas, com 1.5 X 105 cflulas ndhcron—-‘_
tes peritoneales/0.25 ml de SBS en adyuvante incompleto de Freud. Tres
dfas después de 1s fltima inoculacién se sangraron los conejos pars prp

_bar o] tftulo de snticuerpos utilizando la téonics de aglutinacién en -
_tubo y el snklisis inmunoensimftico ELISA pare snt{gence particulados .-
Los susros se conservaron en alfouotas & -20'0. .

o) um.oup. Pars las pnnbu de nglttimbldn' on tubo se hiofe-
.ron diluciones del nntilnuv‘on solucién salins por duplicado; desds el

| swero concentrado hasta la diluoién 1132, en un volumen constants de =

 0.25 ml. Posteriormente a cads tubo se le agregs la cantidad de 1 X 105
. oflulas peritonesles de ratones adultos en un volumen de 0.25 ml de SBS

" o 80lnoién salina. Los tubos se incubaron en bafic Maxrfs & 37°C de 30 -
ain a ) hr. Pinalments se leyS o1 grado de aglutinacién en cada tubo =

- cualitativamente. E1 mismo procedimiento se realiss con controles de = -
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susro normml ds consjo.

Bl sntiscero también fuf probado por la téonica ELISA, utilizando
1a ensima fosfatasa alcalina. Se prepararon placas de mierotitulacidn
ocon cflulam adhersntes y no adherentes de bazo de ratones adultos mee
chos, con cuatro dfas de inocubecién. BE1 desarrollo de 1a téenica fud-
el siguienta: 1.~ Se deposité en los pozxos glutarsldehido al 0.JX =
(p/v) en borato salina (0.1 ml/pozo). las placas se dejaron fncubar -
a temperaturs ambients 4 hrs, o a 4°C toda la noche, 2.~ Se lavaron -
dos veces con NaCl al 0.83% (p/v). 3.~ Se afiadiercn las células (antf
geno particulado) s los pozos lavados libres de protefna em PBS (50-
100 microlitros/pozo). Se espers s o menos 1 hr pars que se asenta-
ran las cflulas. 4.~ Se afiadieron 100 microlitros/posc de glutarslde-
hido al 0.2X (p/v) en FBS, con cuidsdo para no perturbar la caps adhe-
rida al fomdo; las placas se dejaron a temperatura ambiente dursnte ==
30 min. 5.~ 5o les gquits el sobrenadants. 6.~ Se bloquearon los siwe
tios que quedaron lidres (para incorporar protefna) con la sdicién de-
PES/Mveen-B2A (0.2 nl/poso). Se les dejS 1 hr a temperaturs ambiente.
Te= S¢ deseché la solucién ¥ se lavarcn dos veces con PBES/Tween dejan-

*do wn contmeto con la plsce 2 min para cada lmvado. B.- Se fiadieron~
¥ se hicieron diluciones del sntisusro con FBS/Tween (0.05-0.2 ll/yo—-' ‘
" %0). las placas se incubaron 4 hrs a temperatura smbients o tods la =
7 noch. s 4°C. 9= e deseché el material y se huron las plecas tres~
veoes con m/‘hmn. dsjendo 2-3 min en contacto en cada lavado. 10.-
Be Mhran 0.2 »l ds uom concentracifn adecusda del conjugado enzime
anticusxpo ocntrs inmunoglobulina G (IgC) de conejo, dilufdo el dfz de
uso en PES/Tween 1310. Se dejaron 3 hrs a temperatura asblente, 11.-
Se lavaron tres veces con FBS/Tween permitiendo sl contacto 2-3 min —
por lavedo. 12.~ Se afadié el sudsirato recientemente preparsdo (0.2-
%1/pesc). . 13.~ Be espers el tiewpo sufiolente parm revelar 1a Yeac—
olén: 14.— 8¢ detuve hmc“nmlumw. 15.-1&1«:th—
cualitative., .

W

a) Célulss adherentes y no ulho:ontuf Ia separecién de células— |
* adbeventes ¥ no adberentes se realisé de acuerdo a s téenica de Mosier
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(46). ILos bazos de 30-50 ratones machos menores de un mes fusrop extrs
fdos en forms estéril y disgregados con ayuda de pinsas en medio SBS. =
Despufa se colectd el medio y se 00locS en tubos dejando reposar duran-
te 10 ain, para poder recnlectar solo las células en suspensién que pos
teriorsente se lavaron 3 veces con SBS por centrifugacién durante 10 —~=
min, & 1500 rpa. Las células se cuantificaron en una cdmara de Neuae
bauer con la téonica ds tincidn por azul de tripano, y se ajustS la can
tidad de 30 X 105 células/ml en RPMI con SFT al 20%, pE 7.

las células fueron mantenidas en cultivo y distribtuidas entre 10-
15 cajas de Petri de vidrio de 10 om de didmetro, cada una con un volu-
men do 10 al de la suspansidn de cflulas en RPMI, Ia inocubaocién se rea
1ix§ en una atmfefers de COp al 5%, & 37°C durante 48 hrs, afindiendo a-
las primeras 24 hrs de cultivo 15 ml de HPMI oon SPFT al 20X fresco & og
da caja. Una ves terminado el perfodo de inoubaoién, las cflulas no =
adherentes fusron recogidas en sl sobrenadante del medio de cultivo y «
se lavaron 3 weces con SBES centrifugando 10 min a 1500 rpa, ajusténdose
" nosvamsnte en SBS la oinﬂdad de oflulas viables necesarias para los ex
perimentos de transferencia.

. las cajas de Petri con las cflulas adhexentes fusron lavadas con =

8BS y sdicionadas cada una con 10 ml de una soluoién 112 de EDTA 0.01 M
_ en 8BS con RPMI 10X SFT, pHT (47). las cajas con la solusién fueron in

_ cubadas 30 min & 37°C en una estufa de CO2 al 5X.- Posteriorments se re
movieron los 10 ml ds medio de cada caja y se colooaron en tubos de ros
" oa estériles pars lavar las oflulas con 838 por centrifugsoién a 1500 -
zpm durante 10 min, Por ltimo se ajwts la cantidad de cflules viam—
bles en medic 8MG con ayuda de ls cdmara de Neubauer y la tincién de —
ssul ds tripenc.

b) Células provenientes de ratones irradisdos. Un grupo de rato—
nes jdnm fué irrediado con 800 rads, dosis estandarisads en trebajo-
previc (41). Ia irrediscidén se 1levS & cabo con wna bomba terspfutica—
de Cobalto 765 de 50 Co 3400 Ci (Energfa atéaica de Canada limitada), =
A las 24 hre post-irrediscién se obtuvieron 1os bazos de los ratones, =

. Be procesaron por disgregmcién y las oflulas se lavaron en SBS. 5S¢ —
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cuantificaxon las oflulas viables con atul de tripanc y se ajusts la —
oantidad necesaris pars los experimyntos de transferenocis,

e) Células tratadas con los sueros anti-theta y anti-oflulas adhe-
rentes. El suero anti-cerebro de ratén o anti-theta (Bionetics, catflp
go Mo, 8301-04), me reconstituyd siguiendo las instrucciones establecie
Gus por el laboratorio qus 1o elaborS. El susro se descomplements a —
56°C durante 30 min, se diluy 1150 en un volumen ds 25 ml, con medio =
HPMI pars obtener ls lisis de 60-80% de células blanco y se inoubs g «
4°C con 1 X 108 células de bazo de ratonss machos ds un mes suspendidas
en 35 ml de RPMI, durante 30 min., Posteriormente se afiadié complemento
de cobayo liofilizado diluido 1150 (para obtener el 100X de lisis), en-
un volumen de 70 ml con RPMI, se incub$ a 37°C en balNlo Marfa durante - »
30 min y se lavé 2 veces con RPMI pH]. Be ocuantificd la viabilidad de-
las cflulas por la tdcnica de exolusién con azul de tripano, y se ajus-
taron en SBS para utilizarlas en los experimentos de trensferencis.

El suero anti~sflulas adhsrentss (anti-mecréfago) se descomplemen-
t4 & 56°C durante 30 min, se diluy$ 114 (un t{tulo menor del mdximo con
siderado en le aglutinacién) en un volumen de 20 ml con BPMI y se inov-
bS & 4°C con 1 X 109 oflulas de baso de ratones de un mes suspendidas -
on 20 ml do RPMI, durante 30 min. Posteriorments se agregs el oonplo—-
mento diluido 1550 (100X de 1isis) en un volumen de 40 a1l con RPMI, me
incubd on bafio Marfs & 37°C durante 30 min y se lavé 2 veces con RPMI -

PET. Pinelmente me cuantificaron las cflulas viables y se sjustaron en
8BS para utilisarlas en los experimentos de transferencia. * .

Exper{mentos do transferencis de diferentse poblaciones celulares.

h figure 1 muestra ¢l eaguema genexsl de los experimentos de -~ -
traneferencis. Se realisaron 4 experimentos oon animales machos singé-
nicos Baldb/o. ILow retones receptores de células fusxon siempre de = «
" 41/2 msss de edad. las oflulas transferidas fueron incoulsdas a cads
xatén por vis ocular en 0.2 al y 0.3 ml de SBS. ‘ ‘
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a) Transferencia de cflulas adherentes y no adherentes. En log —
dos primeros experimentos se formaron grupos de 10 animales y a oontie=
nuacién se menoionan los gruposa con sus respeotivos tipos de células —
transferidass grupo I, ratonss de 4 1/2 neses transferidos con cflulas-
adherentes de 1 mes ( 1 X 107 células/0.3 ml BBS); grupo II, ratones de
4 1/2 meses transferidos con células no adherentes de 1 mes (1 X 107 of
lulas/0,3 ml SBS); grupo III, ratonss de 4 1/2 messs transferidss con -
células totales de bazo de 1 mes (5 X 107 oélulas/0.3 ml SBS); grupo IV
ratones de 4 1/2 meses transferidos con clulas irradiadas con 800 rads
(41) ae 1 mes (1 X 107 células/0.3 ml SBS); grupo V, ratones de 4 1/2 -
meges transferidos con células adherentss de 4 1/2 meses (1 X 107 cflu-
las/0.3 ml SBS); grupo VI, ratones de 4 1/2 meses transferidos con célu
1as no adherentes de 4 1/2 meses (1 X 107 células/0.3 ml SBS); grupo =
VII, ratones de 4 1/2 memes transferidos con células totales de bazo de
4 1/2 weses (1 X 107 oflulas/0.3 ml SBS), Los tiempos de incubacién ps
Te la separacidn de las cflulas adherentes y no adherentes fueron de 3~
hrs en el primer experimento y 24 hrs en el segundo. Los contxoles que
#s utilisaron fueron: grupo VIII, control de infecoidn de 4 1/2 meses,-
oonstituido por 5 ratones adultos que no recibieron oflulas, pero si —

‘ Moninmm; grupo 1X, oontrol de infecoién de 1 mes, formado por
. 5 ratones recién nacidos qus no rooib:loron'_c‘lulu pero si fueron infeg
“tados; el grupo X de oontroles de transferencis, forssdos por la mitad-
- de animales de oada uno de los grupos transferidos con oflulas, los ous
- les no fueron infeotados con ¢l hongo y por fltimo el grupo XI, control
de irrediacién formado por cinco de los animeles de 1 mes que fueron do
" nadores de oflulas irradiadas con 800 rads. ' '

T Uns semana después, de acuerdo a la cinftica de infecoién PORtaeae
~ trensferencia snteriormente realissda (41), se infeotarcn por vis intra

. peritonsal 1a mitsd de animsles de oads grupo treneferidos oon oflulas-

Y los controles de infeccién; en el primer experimento con una do-h le
tal de Hiptoplesms capeulatum pars ratones de 1 mes (4 X 108 levadures/
ml de 5.8.), y en el segundo experimento con vna dowis subletal pars ra
tones de 1 mes (4 X 107 levadures/al de 8.8.).
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b) Transferencis de células tratadas con los sueros anti-thets y -
snti-oflulas adherentes. En el tercer y cuarto experimento se siguié -
bésicamente el mismo esquema anterior, sungus el tiempo de incubacidén =
de las cflulas pars permitir la adherencia auments a 48 hre, permitien~
do as{ uns mejor purificacifn de las células adherentes y no adherentes,
pussto que a mayor tiempo ds cultivo, el porcentaje de cflulas tipowme~
ordfago adberidas al vidrio sumenta. En estos experimentos se introdu~
Jeron dos nuevos grupos de ratones qus ocuparon los lugares de los gru-
pos V y VI anteriores, que respectivamente fueron transferidos con célu
las adherentes y no adherentes de ratonss de 4 1/2 mesesy por lo tanto-
lo# grupos de animales mon los siguientes en el tercer experimentos gru
po 1, de ratones de 4 1/2 meses transferidos con células adherentes de-
1mes (6.5 X 105 célules/0.2 ml SBS); grupo II, de ratones de 4 1/2 me-
ses transferidos con cflulas no sdherentes de 1 mes (1 X 107 células/ -
0.2 ml SBS); grupo III, de ratones de 4 1/2 meses tranaferidos con célu
las totales de bazo de 1 mes {5 X 107 célules/0.2 mt SBS); grupo IV, ra
tones de 4 1/2 weses tranaferidcs con oflulas irrediadas con 600 rads -
de 1 mes (1 X 107 oflulas/0.2 =l SBS); grupo V, de ratones de 4 1/2 me-

k Ses, traneferidos con cflulas no adherentes {de cultivo de 48 hrs) de -
. vatones do 1 mes, fratadas con siero anti-oflulas adherentes {1 X 107 -
oflulas/0.2 a1 5BS); ‘g:fnpo ¥1, 3 ratones de 4 1/2 menes transferidos -

" con oflulas totales de baso de 1 mes, tratadas con suero anti-theta - -

. (1 X107 cflulas/0.2 ml 538); srupo VII, de ratones de 4 1/2 meses trens
foridos con oflulas totales ds deso de 4 1/2 meses (1 X 107 célules/0.2-
al 88S); grupo VIII, control de infecoién ds 4 1/2 meses; grupo IX, con~
trol de infeocién de 1 mes; grupo X, control ds traneferencis, y el gru~
po XI, control de irrediscifn. Bu el cusrto y dltimo experimento se for
naron gmpoc iguoales a los del tercer experimento, con pequefias variacio
nes como las signientess en el grupo I, la dosis de oflulas adherentes -
trensferidas fuf de 4.32 X 106 oflules/0.2 ul1 8BS y el grupo IV, no se =
. realisé, oolocndose en su lugar a un grupo de ntom-d.41/2 NS —
 transferidos oon oflulas de baso totales de'l mes, con dosis de 5 X 107
umu/o.z a) 8BS,

Uos semans put-tnmrmnon. 1os animsles fueron mfochdoo por -
via htnporltomdl on el ﬂmr omriunto con una DI50 para ratones-

N
Y
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de 1 mes de edad (2,52 X 106 levaduras/ml de S.5.) y en el ocuarto expe-
rimento con una dosis subletal para ratones de 1 mes (3.78 X 105 levady
ras/ml S.5.), (1a virulencia de la cepa varia con el tiempo).

Durante los experimentos, los animales permanecieron bajo observa-
oién diaria en un mdximo de 48 dfas, tomando en cuenta los siguientes -
rardmetross muerte, presencia de signos de la enfermedad {(inmovilidad,-
pelo irsuto, pérdida de peso), y aislamiento del hongo del bazo, pulmén
® hfgado de los animales musrtos, en medio Micobiotic agar.

HESULTADOS

Caraoterizacidn y viabilidad de células por las tinciones de esterasa .-
no_empec{fica, Wright y asul de tripano.

El ocuadro # 1 resuns los resultados obtenidos con las ires tincio-
nes realjiradas para células adherentes peritoneales de ratones adultos-
(de 4-6 meses), que se inoubaron durante dos y cuatro dfas, y para célu
las adherentes de bazo de ratonss jévenes (de un mes) que solamente me-
incubaron dos dfas. Jon la tinoién de ¥Wright se distingnieron morfolé-
gicamente dos tipos de células peritoneales gqus permanecieron adheridas
a la lentsja de vidrios o‘lulu linfoc{ticas y células tipo mrdfa.go,-

- las primeras, s los dos dfas de incubaoidén se snouentran presentes en -
" un 67%, y & los cuatro dfas de incubscién solo en un 10%, mieniras que-

- inversamente las segundas oflulas ooupan el 33% a los dos dfas y el 90X
s los cuatro dfas de {ncubacién, Con laa cflulas sdherentes de baso de
un mes no se realiss el conteo difexencial. Ia actividad de esterasa -
’ " 0o espec{fica que se presenta en monooitos y mecréfagos (44) fus deteo-
tads en lss células adheyentes obtenidas y resulté del 90 al 100X posi-
tiva en las oflulas tipo maoréfago peritoneales sdultas con dos dfas de
incubseién, sunque s los ouatro dfas disminuyé el porcentaje al 78K y -
~on 1as células de baso de un mes, con dos dfas de inoubacién se encon-
tr6 o1 43% de reaccién positiva y el 57X de reaccién negativa. Final—w
mente oon la tinoién de szul de tripano, se obtuvo el 100% de vhbui-
dad pars ambos tipos de c‘lulu ldhnrontn.
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T us T 1ge adherente r 1 n i
pacidn y ELISA,

a) Aglutinacién., Se colectaron tres porcionas del susro que fus-
’ Ton descomplementadas a 56°C durante 30 min previaments & la titulaees
oién. la aglutinacién se¢ reaelizd por duplicado. Se utiliszaron célu=
las peritoneales procedsntes de ratonss adultos y sa obtuviexon los re
sultados mostrados en el cuadro # 2 . la dilucidén a la cual me encon-
tré el tftulo mas alto en loe primeros dos pusros fuw de 1116, mienee=
tras que en el tercero fuf de 118, Al observar al microscopio una ~—
muestra de los tubos con aglutinacién, se notaron grandes acdmulos de-
células, Finalmente se reunieron las tres porciones de guero para su-
posterior uso en los experimentos de transferencis, en los ocuales se -
considerd como tftulo méximo la diluecién 118. Los controles con suero
normal de conejo resuliaron siempre negativos.

b) Andlists inmmoensinftico (ELISA). Otro método mds sensible ‘-
utilizado fue 1a prusda de ELISA, pars la cual se prepararon dos pla—
oas recubiertas con diferentes antfgencs. la primera con 1l X 106 ofln
las adherentes do bazo de ratén adulto por pozo y la segunis 0oN = = -
1 X 105 célules no adherentes de bazo de ratén sdulto por pozo. la —
prueba se vealizé por dupliocado, probdndose o1 suero inmune y el suero

 normal de conejoj 1a lectura fué cualitativa. Al probarse el antisue-
‘70 con las oflulas adherentes se 418 una reaceidn positiva muy intensa
hanta 1a dilucidén 1360, y al probarse con las células no sgherentes —
‘también results ser positiva aungue en menor intensidad, obteniéndose-
un tftulo de 1140. Los controles con suero normsl de conejo resulta—e
: ron negativos.

, . A uns alfouots dol antisuero se le realisé adsorcién con cflulag-
‘ "no adherentes de ratones sdultos y se sncontrS une pérdida de reactivi
dad. Por ess rdzﬁn ol sntisuero no se utilizé con 1a adeorcifn.

! s de diferentes poblagiones celulares, '

"~ Con el propfsito de cermcterizar a las poblaciones celulares pre-
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sentes en el bazo de los ratones recién naocidos causantes del abatimien
to de la resistencia do ratonss adultos, a una dosis letal de Hintoplas
ma capsulatum para ratones de un mes, se procedis a reslizar los experi
"mentos de tranaferencia, en los qae se utilizaron como donadores de of-
lulas, ratones machos de un mes y 4 1/2 meses de edad .y como receptorus
ratonss de 4 1/2 meses. Después de una semana de haber realizado la —
tranaferencia adoptiva de células, los animales se infectaron con dife-
rentes dosis de levaduras de Histoplasma gapsulatum en los cuatro expe-
rimentos. El perfodo de observacién posterior a la infeccién fué de 30
a 40 dfas, tomdndose en ouenta los siguienteés pardmetros: a) muerte de-
los animales; b) preaencia de signos de la enfermedad; o) aislamiento —
del hongo de los érganos procedentes de los animales muertos por la in-
feccién, que siempre fue positivo. P

2) Cambios en la yesistenois de ratomes adultos hacia la infeccisn
histoplasmosa por 1a transferencis de oélulas adherentes y no adheren—
tes de bazo de Yatones de un mes. En el expeximento # 1 las células —
" transferidas se somstieron a tres horas de incubscién para permitir la~
adherencia al vidrio, y se infecté intraperitorwalments a los animales~
con una dosis letal de levaduras pars ratones de un'mes de edad (4 X 108
levadurss/ml). En el cuadro # 3 se puwade observar el nfmero de muertes

en los diferentes grupos de ratonss infeotados. El tiempo de muerte se
" oconsiders de 1a siguients maneras 1.- A los 10 dfas (eni ol trensourso -
de 10 y 19 dfas); 2.~ A los 20 dfas (en el transcurso de 20 y 29 dfas)-
¥ 3= A4 los 30 dfas (en el tranmourso de 30 y 39 dfas). Todos los ani-
males del grupo I, transferidos con oélulas adherentes de un mes, murie
ron a los 10 dfas post-infeceién, siendo el grupo de animales que pere-
c16 mas xdpidamente con la presemcis de signos agudos de la enfermedad,
~ como se muestra en ¢l cuadro # 4. El grupc IT, de ratones transferidos
oon oflulas no adherentes y el grupo III, transferido con oflulas de ba
80 totales de un mes, tuviercn el 100X de muertss = los 20 dfas postein
fecoidn y los signos ds la enfexmedsd pressntados también fueron muy ==
sarcados, Todos los ratones del grupe IV, que recibiexon una podlasién
de cflulas de un mes previsments irradiadas con 800 reds (41), también-
murieron s los 20 dfas} por el contrario, los snimales porhmhntn -
8l grupo V transferidos con células adhersntes de 4 1/2 meses, el grupo
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VI, transferido oon células no adherentes de 4 1/2 meses y el grupo =
VII con células de bazo totales, procedentes igualmente de ratonss =
adultos de 4 1/2 meses de edsd, resolvieron la infecoién favorablemen—
te, logrando sobrevivir. Los controles usados funcionaron adecuadanen
te; el grupo VIII de ratones de 4 1/2 mesen que solamente fueron infeg
tados con 1ls dosis letal pars ratones de un nes (control de infeccifne
de 4 1/2 meses), presentaron e1 100X de sobrevida a lo largo ¢e los ) 4
perimentos y el grupo IX de ratones de un mes infectados (control de -
infecoién de un mes) presents el 100% de muertes como era de esperarse,
puesto que se les inoould una dosis letal para su edad. los controles
de transferencia que solamente recibieron células, sin ser infectados—
Yy que estuvieron formados por 5 ratones de cada uno de los grupos, o
brevivieron durante todo el tiempo del experimento, indicando que estos
controles sanos funcionaron correctamente. Fara los donadores de cflu-
las irrediadas se realizd un control del efecto letal de 1a irredimeién
Y se pudo observar que murieron en un perfodo de 3 a 5 dfas (grupo XI.)

En el experimento No 2, se presentaron bdsicamente los mismos re—
sultados que on el experimento anterior, se trats de obtener una mejor—
- purifioncisn en las poblaciones de cflulas adhexentes y no adherentes =
utilisanto un tienpo nds largo de incubacidn que fuf de 24 hre. Adenks
‘e inywots una dosis infectante subletal pars retones de un mes = - - -
(4 X 107 levaduras/al), pars discrininar con mayor claridsd el efscto = -
supresor de las células en los animales enfermos, los ousdros 3y 5
Wuestran las muertes y los signos de la enfermedsd presentados por los—
'd:lfonntoq grupos. El grupo.I al igual que en el experimento 1, tazbién
tuvo o1 100X de musrtes a 1os 10 dfss después de la infecoién, Ios gru
. pos 1I Y I11, 1o tuvierom a los 20 dfas polt-infcooﬁn. El grupo IV, de
“animales transferidos con células irredisdas de un mes, murieron dos a -
lo8 10 dfas'y el Testo & los 20 dfas post-infeccién y los ratones trans-
feridos oon oflulas de 4 1/2 meses pertenscientes a los grupos ¥, VI y -
VII, eobrevivieron presentando sishos de la enfernedad leves. Todos los
controles funoionaron adecusdaments y se observa que no hubo muertes en-
o1 control de infecoién de un mes (grupo IX), puesto. que recidbieron una~
doais subletal.
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b) Cambios en la resistencia de ratones adultos haoia la infeccidn
histoplasmosa por la transferencia de células de bazo de ratones de une
mes iratadas con suero anti-theta y anti-células adherentes. Ante la -
inquietud de lograr una mejor purificacidn de poblaciones celulayey ——
adhexontes y no adhexentes y poder as{ observar con mfs claridad el fe-
némeno esupresivo, en el experimento No. 3 se aunents el tiempo de inou-
Yaoidn de las células de bazo a 48 hrs, y ase incluyeron dos nuevos gru-
pos de animaless uno de ratones de 4 1/2 meses transferidos con oélulas
no adherentes procedentes de ratones de un mes, tratadas con el susro =
anti-cflulas sdherentes, anteriormente fabricado, m4s complemsnto de co
bayo, logrdndose as{ una poblacién no adherentes enriquecida con linfo-
oitos T y el otro grupo fus de ratones de 4 1/2 meses de edad, transfe-
ridos con oélulas totales de bazo de un mes, las cuales fueron tratadas
con suero comercial enti-cerebro de ratén o anti-determinantes~theta, -
el ousl elimina la mayorfa de linfocitos T, logrfndose as{ una poblam—
©idn enriquecida con mkoréfagos. Eatos dos nuevos grupos reemplazaron-
& los grupos V y VI anteriores; por lo tanto el grupo V, se denomina de
retones de 4 1/2 meses iransferidos con células no adherentes de un mes
nfs suero anti-células adherentes, y el grupo VI de ratones de 4 1/2 me
ses transferidos con células totales de baso de un mes nfs susro anti-—
‘theta, Se plantearon las mismas condiciones experimentales anteriores-
Y uns semana despufs de la transferencia se aplics una Dosis Letal 50 -
(P150) pars xatones de un mes (2.52 X 10% levaduras/ml), y los resulta~
dos de 1a muerte y los signos de la enfermedad se pueden ob-irvar oM =
los cusdros 6 y 7. ‘El grupo I, de ratones transferidos con células ——
adberentes de un mes, presents dos muertes & los 30 dfas post-infeccién,
¥ ¢l grupo IX de animales transferidos con cSlulas no adherentes de un-
mes, prosentS tres muertes a los 20 dfas post-infeccidn. El grupo IIIX,
con oflulas totales de dazc de un mes y el srupo IV, oon c6lulas irra~e
‘diadss obtuvieron tres y dom zusrtes roipooﬁnunto_n los 30 dfas post
infecoién. En el grupo V oon células no adherentss mfs suerc anti-oflu
las sdherentes, se observ$ la musrte de todos los animales a 1los 20 = =
dfas despuds de la infecoidn y en el grupo VI de ratones transferidos -
oon oflulas totales de bago de un mes nfs suero antitheta murieron ew—
tres ratones a 1os 20 dfas. In el grupo VII, transferido con cflulas -
de baso totales de 4 1/2 meses 2010 se presenté una mwuerts a los 36 dfas
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de observacién. Todos los grupos controles funcionaron correctamente,
como se puede apreciar en el cuadro 63 no hubo muertes, a excepcidn —
del control de infecoidn de un mes (grupo IX) en donde murieron ? raty
nas a los 30 dfas post-infeccién y del control de irradiacién (grupo =
XI) en donde murieron todos los animales a los 10 dfes después de la ~
infeccién. Los otros controles (grupo V1II y X) permanecieron vivos -
durante el pexfodo de observacién.

El experimento No. 4 y fltimo, fué una repeticidn del anterior a-
diferencia de la dosis infectante que fué subletal (3.78 X 108 levadu-
ras/ml), aungue es una dosis mayor de levaduras, la virulenoia de la -
cepa 5037 de Hiatoplasma capsulatum disminuye con el tiempo de cultivo.
Tambidn se elimind el grupo IV, de ratones transferidos con oflulas —
imdia.du. ¥ en su lugar se repitid el grupo III con células de beso-
totales de un mes, pero con una dosis menor de células.

, Como puede verse en el cuadro No. 8, en el grupo I de animales —
con células sdherentes se pressntaron 3 muertss a los 20 dfas despuée-
"' de 1a infeccién y en el grupo II con células no adherentes murieron to
‘dos los animales & los 10 dfas post-infeccién. Yos grupos II1 y IV de
Thtones transferidos con células totales de daro de un mes, que reci-—
_bleron diferentss dosis de cflulas, tuviercn 4 y 3 muertes & los 10 y-
20 dfas post-infecoién respectivamenta. Pinalmente se encontraron 3 y
:  2 maertes post-infecoién en los grupos V y VI de anivales trsnsferidos
. con oflulas tratadas ocon el suero anti-células adherentes y el suero-—
. antitheta. Los grupos controles sotrevivieron a lo largo de 1a obsere

o _wacifén, incluyendo al control de infeccién de 1 mes (grupo IX). debido-

- & la inoculacién de una dosis wubletal de Histoplasma capsulatum, En-

' jemrnl lol signos mostrados en todos los grupos de ratones fusron muy
S sarcados encontrdndoss as{ que los animales desarrollaron s enferne—
*jﬁm(euunuo. 9). : :

. hc n;uru 2y3 npnunh.n ) tionpo de muerte de los ratones-
e le hrp dn los oum o:pormnm realisados.
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DISCUSION

El factor edad parece tener gran importancia en relacién con la —
susceptibilidad hacia la infeccién histoplasmosa. Xa mayor predisposi-
cién a la enfermedad que presentan los ratones machos menores de un mes
(41), podrfa deberse a un estado inmne supresivo previo a la infeccidn
¥ que tiene la capacidad de ser transferido por medio de células de da-
20 a ratones adultos de 4 1/2 meses de edad, normalmente resistentes a-
una dosis letal pars ratones de un mes. Al transferirse por separado -
cflulas de bazo adherentes y no atherentes de ratones de un mes de edad
a receptores adultos de 4 1/2 meses, se encontrd que ambas poblaciones=
participan en el fenSmeno de inmunosupresién,

En varias infecciones se han comprometido dos tipos de pobiuiondl
celulares supresorasy una de células adherentes tipo macréfago y oira -
de 1linfooitos T supresores (6-17, 48, 49). Por lo tanto, e traté de -
encontrar a eatos tipos celulares dentro de lss poblaciones adherentes- -
¥ 0o adherentes del baso de ratones de un nes de edad, para comprobi.r -
ol alguna de ellas o ambas participaban en ntl. ixmunolupruwn capag =
de ser transforida.

; v Ia. tinoién de esterass no especifica cmterfutioa de monocitol Y
g nor&‘ngos (44) realisada pars 1as cflulss ldhoroﬁtn, m-trG que tanto
las e&lulu pcr:ltomalu de ntonu ldultol cono 1as c‘lula- de bazo de

- ratonss dc 1 mes presentaron osts nctiv!.dul onulluu. uunq\n debe ob-
’ :’lorvuu en s1 cuadro No. 1 que en las ollnlu de ratones adultos dismi

nuyo la sotividad de esterasa conforme sumenta el tiempo de cultivo, —
. probablemente debido a alteracionss en su metabolismo o relscién con -
el tiempo de cultivo, y:las células de ratones de 1 mes tuvieron un 4%
- de reaceidn positiva, tal ves porque al tntu'u dc ratones muy J6vonu.
1a actividad ensimdtica atin no es bien detectable. Con 1a tinoién de -
‘Weight se realiss 1a diferenciscién morfoldgica de las cflulas adheren~
tes peritonesles y se obwervs que al aumentar el tloipéé de incubeolén -
del cultivo, se logrs una mejor purificacién de oflulas tipo-mecréfagos
por esta razén se dejaron cuatro dfas de incubscién pare la separscifu-
de las oflulas adherentss utilizadas para obtener el antisuero. Ia tip
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o1én de Wright no se aplicé a las células atherentes de bazo de 1 mes,~
dedido & que son altamente sensibles al fijador (etancl), Pinalnente =
la viabilidad de ambos tipos de podblaciones celulares adherentes fué —
del 100X a1 realizarse la tincidn con azul de tripano.

En el ouadro No. 2 se obaerva que el sueroc anti-cdlulas adherentes
peritonsales presentd titulos positivos en la aglutinacién y la ELISA -
con oflules adhexrentes peritoneales y ocon células adherentes de bezo, -
aunque es importants considerar que se detectf reaccidn oruzads con od-
lulas no adherentes de bazo y que las oflulas utilizadas para la inmuni
zacién procedfan de ratones adultos, mientras que las células qus §e =
transfirieron provenfan de ratones de 1 mes de edad.

Como musstra el ocvadro No. 3, los dos primeros experimentos de —_—
transferencia sugirieron qus la poblacién celular inicialmente involuww
orada en la transferencia del’ estado supresivo tiene ls caracter{stioca-
_ de wer adherente al vidrio y resistente a 600 rads de irradiacién; pro-
bablemente se trata de células tipo maoréfago, aunque en un tismpo mfa-
largo el sfecto supresivo tanbién se presentS en los ratones transferi-
dos con cflulas no adherentes, En los sigujentes experimentos, las oé-
" lulas transferidss fueron scmetidas s 48 hre de cultivo previo (el doe-

v blo ds) tiempo que en. experimento Fo._2), ¢ incubadas con los susros an
- 'tl-thoh ¥ anti~células adherentes nds complemento de cobayo, para- 10—-
‘ grn- una mejor purlfionci&n de las poblaciones celulares adherentes y -
i Yno adhu'mhl y poder confirsar o nodificar 1a suposicidn mhriomontcv
: _jua.uudn Al poner el suero anti-theta en contacto con células de ba-
%0 to_hln de ratones de un mes, se elinin§ gran parte de la poblmian-‘
‘de ‘c6lulas T, lograndoss as{ una poblacién de bazo enriquecida en macrd
flm_y por sl contrario, al exponsr oflulas no adherentes con suero an
- ti-oflulas sdherentes, se obturo une poblacién enriquecida en 1infooiem
tos: r. ‘As{ en los dos fltimos experimentos, se tuviercn poblaciones ce
'lnlm- om.-lquuldu eon oflulas tipo neoréfago en los grupos transferi
‘dos oon oflulas adherentes (grupo 1), células radio resistentes (grupo-
. IV) y odlulas totales de baso tratadss con suero anti-thets (grupo VI),
M do podlaciones ‘eslulares _enriquecidss con linfocitos T, en los =
. p-upo- tnutcr&&u con cflulas no adherentes (mpo II) ¥ oélulas tra-
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tadas con el suero anti-células adherentes (grupo V).

En los .dos d1timos experimentos cuyos resultadoe se encuentran en
los cuadros No. 6 y No, 8, al trabajar con poblaciones celulares mejor
purificadas, se cbservd que aparentemente la poblacién no adherente om
la que causa mds rapidamente la muerte en los ratones, aunque las célu
las adherentes también esiguen presentando el efecto supresor; lo mfs -
probable es que ambas poblaciones estén participando en este fenSmeno,
podr{an existir relaciones funcionales entrs los macréfagoe y los line
foeitos T supresores, para dar como resultado el abatimiento de la res
puesta inmune encontrada en los ratones recién naoidos, y que es posi-
ble de transferir a receptores adultos.

Los mecanismos de supresién de la respuesta inmune se llevan a ca
bo principalmente por medio de factores solubles. B8e ha encontrado -~
que muchos de los factores de células T partiolpan en la iniciacidn de

- una serie de evenios celulares que consiguen ol sumento o la supresién
de la respussta inmune (50). Existen varios modelos de supresién y ol
mis aceptado es el que proponen Centor y Gershon (51=52), en donde una
primera oflula T supresora (Ts 1) produce un fastor (Tsf 1), qus sotfa

. mobre una céluls precursora de una segurnda célula supresora (Tw 2), —

que & su ves va & liberar un segundo factor (Tef 2) que va actuar 80==
©bre h tercera célula supresora (Ts 3) o o‘lulo, efectora, que 1levars-

a cabo directamente la -uproaidn, teniendo oomo cflulas blanco a las =

oflulas T (probablomnto T syudadorss), células B o mrJhgol. o, Y-

los experimentos realizados en el presente trabajo es poco probable la

transferencia de algfn factor soluble junto con las células, y adn en-

el caso de que se pudiera haber mtroducido‘ en los animales, se encone

"trarfa en una concentracién nfnimi, puesto que las células fusron lava

das previamente a 1a incoulscién en lom yatones. Por el contrario, -~
las cllulu transteridas al encontrarse dentro dsl organisno sf podrfan
_producir y/o libersr estos factores y de alguna mensra induoir ol dllp..
ro del oimlto SUPTOSOT.

le oxhtanoin de células T supresorss en el biio de los iatonu —

neonatos, ha -1do dom-trudn por wvarios investigadores oomo Houor Y-

Cohen (37), que proponen qun entas c‘lulu e onomntrln en omlo al -
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nacimiento y llegan & un equilibrio con las demds subpoblaciones de cé-
lulas T alrededor de la quinta y sexta semana de edad. En diferentes -
experimentos se ha reportado que los linfocitos fetales y neondtalel —-—
son capaces de suprimir la respussta de células T y B (53-54). Ptak y ~
cols (55)s han encontrado que en los bazos de los ratones recién naci—
dos exieten células T ayudadoras que no son capaces ds realizar su aoti
vidad debido a la existencia de mecanismos supresores,

Por otra parte, los macrifagos facilitan el desarrollo de los fenf
menos 1nmxhol6gico§ timo-dependientss y por lo tanto son esenciales pa-
ra ol desarrollo de la inmmocompetencia humoral y celular (56). El pa
pel del macrSfage en la inmunided ha dejado de ser el del eimple presen
tador pasivo del antfgeno y se ha transformado en un papel mis activo -
al conocerse su capacidad de mandar sefiales involuoradas en la activa—
cién y funoionamiento de las c€lulas B y T, como por eJemplé en 1a ine=
duccién de la actividad de las células T ayudadoras. El macréfago por-
medio de 1a produccién de Interleucina I, puede tener importancia en la
sctivacién de las células T, cumndo se presenta algin antfgeno o mitége
no (57). Ademds, existen evidencias de la presentacién de seflales in—
ductorss de la supresién t{ransmitidas a las células T mediante un mcr6
fago intermediario (58)

'l‘umbiln o8 importante conlidom que dgnnu cflulas T puedon T~
~ #istir sl trataniento con suero anti~Thy (59), que las células T supre-.
sorss presentes en el bazo de los ratones recidn naoidos, pueden ser di
ferentes a las células T supresorss adultas (60), y que recientemente -
se ha feportudo 1a existencia de oflulas B supresoras (61).

Probablemente en el recién nacido todos los factores y eventos in-
munes estén afectados de tal RADSTR que Be prcunti una marcada suscep-
tibilidad hacis las infecolones. Es oyidonto que existen intersccio—
nes oelnlui-, principalmente sntre nacréfagos y linfocitos T, que son- ,
illlportln‘hl Junto oon todos los futoru involucrados en la rupuutn -
inaune del ‘organismo para que se lleve a o.bo ls’ gnnamidn de un e-tn-
do luprnivo 1mmm16gioo. '
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CONCLUSIONES

Para poder seleccionar diferentes poblaciones celulares de bazo
de ratén se realizé lo siguiente 3

a) La obtencién de oélulas adhexentes tipo-maoréfago perito -
neales, esterasa positivas.

b) la preparacién de un suero anti~células adherentes,
¢) El manejo adecuado de cultivos celulares.

8e trabaj$ oon un disefio experimental adecuado, ocon el cual se
obaervé que 3

a) Existe un abatimiento en la resistencis de ratonss de 4 1/2
meses hacle la infeccidén histoplagmosa despuée de la trans-
Idunou de poblacionss celulares provenientes de ratones -
de 1 mes de edad altamente luicnptiblol & 1o enfermedad.

°b) las clulas sdherentes y no adherentes de ratones de 1 mes-

3e-

da edad origlnm un ntado imnnompmllvo on ntonu do = |

4 1/2 meses,

Pu-a caracterizar con nftodos nds finos & la podlaoién celular-
responsable de la respuests hacis 1a infeccidn presentads en -~

. los ratones reoién nacidos, en el futuro se espera utilizar an-
timrpol monoclonales pars rouptnnl de lintoolton T luprno- :

o8 Yy mrdfcgo-
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NUMERO DE MUBHTES, SIGHOS DB LA ENFERMEDAD Y ATSLAMIENTO DEL HONCO

Plgura 1=

ESQUEMA IE TRANSFERENCIA. los animales ineaptons asf como 1os donadores utilizados en los-
exporimentos de transferencia, son machos y pertenscen s 1a cepa singénica de ratones Balb/c..
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ngm N 2.- RESISTENCIA T2 RATONGS MACHOS BALB/C A TA INFECOION =~

HISTOPLASMOSA POR IA TRANSFERENCIA DE CELULAS DE BAZO.
'-~( EXPRo 1 Y No 2 ). Todos los animales receptores de -
~ ocflulas fusron de 4 1/2 messs de edad. Grupo I, trenp
. ferido oon:células adherentes de 1 mes} grupo 1I,trans
.forido con oflulas no adthexentes de 1 mesy grupo IIX,~
transferido con cflulas totales de 1 mes; grupo IV, =
transferido con oflulas irredisdas de 1 mes; grupo V,-
. tranaferido con cflulss adherentss de 4 1/2 meses; gru
 po VI, treneferido con cflulas no sdherentes de 4 1/2-
© meseny grupo VII, transferido oon oflulas totales de -
.4 1/2 meves. Controles s grupo VIII, oontrol de in -~
: -foooi&n ‘de 4 1/2'maseny grupo IX, control de infecoién
" de 1 mesy grupo X, control de trensferencia y grupo XI,
control de irrediscién . ( Ver detalles en ¢l texto ).

. las figures negres representan & los aninmales muertos y
: las blancas a los animales vivos, 'Los ciroulos ooml-
- ponden al experimento No 1 y los ouadrndo- oom-pondon '
al oxpcrinnto Fo 2. ‘ v
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l’icnrl !o S.— RKSISTENCIA m mmm MACHOS BALB/G A IA INMCIO!I -
HISTOPLASMOSA POR LA TRANSFERENCIA DE OELULAS DR BAZO,
(EXP No 3 Y¥ 4)., Todoms 1o- animales receptores de
oflulas fusron de 4 1/2 weses de edad. Grupo I, trang -
* ferido con oflulas adherentes de 1 mes; grupo II,trans
" ferido con cflulas no adhexentes de 1 mesj grupo III,-
“transferido con cflulas totales de 1 mes; grupo IV, =
transfexrido con cflulss srredisdas de loes; grupo V, -
transferido con células no sdherentes de 1 mes tra.ta -
daa con suerc anti-cflulas adherentesj grupo VI, trans
‘. ferido oon oflulas totsles de 1 mes tratadas con suerc
o antiethetay mpo Vi1, trenaferido con célulaa totales
7 de 4.1/2 mesen. Controles 1 grupo VIII, control de in
% "faccifn de 4 1/2 mesess grupo IX, control de infeccién
©i7 . de'l mes) grupo X, oontrol de trensferencia y grupo XI,
- ‘oontrol de irrediseién, { Ver detalles en el texto ).

"~ las figurss negres npnunhn 8 los animales muextos y
- las blancas a los animles vivos, Los ciroulos oorru-
-~ ponden’al experimento No 3 y los cuadredos oomnponden
;A oxp.riunto o 4. .



o,ﬂimo o, 1. CARACTERIXACION Y VIABILIMAD I CELULAS POR 145 TINCTORES D BSTRRASA 3O BSPACIPICA,
‘ WRIGE? Y AZUL D€ TRIPANO, B

TINCION . zmmm ‘ : whzoar ' AZUL DR TAIPANO

L4
IOUMCION 2 afas 4 dlas 2 dfss : 4 dlas 2afw 4 afas
ERSUITADOS . & = ¢ = " Lisfooito Meordfago linfooito - Meordfege
CELUMS wm - 90K O _ : ' ;
&?‘,"(gm"f, N 67% 2 S U w0k
me), - 100% 10X o ‘ :
* CBLULAB wm
ADHERENTES
DB BAZO . : N R ,
(1 ms), % 5T - R » — — 200% o
_ . 5 . : , VIABILIDAD

las oflulsa de baso y peritonec provenientss de ratones sdultos se colocaron en tuhos de vidrio de fondo pland, =

que oonunlh uns lenteja de vidrio en el fonds. Se incubaren & 37°C en stafafers dal 5X de C0p duyante 2 ¥ 4 afas. -

- Daspuds de este tioapo 1as células adherentes se fijaxon con etancl o ssetona y fusron tefifdas aon s téonica de ete-

Yess no-especificn y ¥right, R asul de tripanc ee splicd directamsnte. las tinclones se realigaron por duplicado. -

Los porcentajes se obturieron del prosedio do} vontso ds 100 ofivlan al ssar su cads lentels con su ravop'utivo duplicg
do. : : o o
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CUADRO Ro. 2.- TITULACION DEL SUERO ANTI-CELULAS ADHERENTES POR

LAS TECNICAS DE AGLUTINACION Y ELISA.

A PORCIONES D ILUOCI OV NTEST S
G
L SUERO CONCENTR , 132 114 L8 1116 1332 1364
U
: 4 1 + + + + + - -
I
| 2 + + + + + - -
A
c 3 + + + + - - -
1
0 BORMAL - - - - - - -
)

PLACAS 1520 140 1180 11160 11320 1s640
5 eihteie b AAE S S - -
L debase - _

. wiultos - Suero - - - - - -

B 8 Normal
8. chlules no Buere . v - . . o

adultos 3:‘;‘_'3 - - - - - -

. M la aglutinecién en tubo se utilisaron 1 X 106 oflulas peritoneales
donmodnlbamhbo,mo.zsnﬁmquunmpmuemm
" de las diluciones de 1ss 3 poreiones del antisuere en un volumen de 0.2% =
ml. Bn la BLISA se utilisaron por separsdo 1 X 106 oflulas de baso adhe—

rentes y no sdherentes de ratones adultos por poso.

Fasron adheridas oon~

glutaraldehido al 0,1% en PBS. B¢ utilisé el -htou do h Yosfatasa Alca
lina y 1a lectwrn fué cuslitativa,
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CUADRO ¥o. 3 .- THAKSFERENCIA ADOPTIVA DE CELULAS ADHEHENTES Y NO ADHERENTES DR
BAZ0 CON J HRS. Y 24 HRS. I8 INCUBACION EN RELACION COF IA RE—
SISTENCIA A LA INFECCION HISTOPLASMOSA.

EXPERIMERTOS No. 1 y No. 2

3

' M.h-nl-ln

nu)m
Alllluuhoﬂ ‘Desis do oflulas

. 88,
1ss. BSe wiilisé 1a fuse leveduriforme de 1s oepa 5037 de .

wriner exporimsnto }
' oflulas/ul), ¥ en o1 segundo exporimnto con una dosis subletal (4 X 107 oflu—

Ia infecoifa se renlisé

mmmm -lulniooc h‘lb/odo-
1.1 X 107 oflulas sdherentes, -
-rnmucm/o.snm;sxm o‘luh-tohh-hhuo/b.}-l-
‘40 la transferencis de célu-

70.

com wne donis letal pars retomes do un mes de edad X1

1ss/ul). Los ratones se observaron disrissents.
N )hpﬁ&hmﬁuolfhﬂbo/md‘mhdu. :

GRUFC  EDAD IS LOG DOMATCRES BATORES RECEPTORES
(Foblacién Celular) NUMERO DE MUERTRS EN DIAS
10 dfas 20 dfan
| 2 1 2
 § 1ms
(oélulas sdherentss) L 5(5) 5(5) | — —
3 ms
(c‘lnl:. 1o adherentes) o(s) o(s)
x 1 ms
‘ (oflules totales) os) o)  [30G) 501
v 1ms : R
 (of1ulas con 800 rads) o) L26)] [5(5) 3() )
\ 2N 4 1/2 yusms ' o ,
o ,‘(oa-n- afherentes) ~o(5) " o(5) - o(5) - o(5)
4 1/2 yusmy S -
. (onu.-mmm) . 0(5) ofs) o(s) o(s)
A ‘(oann- totalss) o5} o(5) o5) o(s)
SR o-tmuwb ooo(s) o5} i o(5) -o(s) v
b # 4 18 el s
Contrel do tnfecelda . 0(5) - ‘of5) - E_E_[] o(5)
x qipmems o T |
ne infectado Lo(s) o5} 0(5) -0(5)
n 1. " : S e
w0 iafectedo GG - -



QUADRO No. 4.« DETEOCION DB SIGNOS BN 108 RATONES MWO INFROTADOS QON AISTORLADMA gmm.
' EXFERIGNTO Jo. 1 ' ’
GRUPO EDAD I8 108 DORADORES Pirdida de Peno Inmovilidad Pelos erisados Mosrte

(Poblacidn Celular) dfas afes dfea afas -
: 10 20 0 10 20 30 10 - 20 30 10 20 %0
I 1w, (ediulas adherentes) 2x 2x x 5(5)
I 1 nee, (oflulas no adhexen~ o
tes) Ix 3 x = n - 5(5)
III 1 mew, {oflulas de baso to=
tales) 2x - o - 2x - - 5(%)
IV ) mes, 25‘1\11- grmm»- L . SIEEREE
- . 800 reds) - 2x 2x 2x . ex Ix B 10))]
', te ‘ 1/2 808, - (O‘lul‘. m”ﬂ“.) - - - - ’ - - ‘- - - ‘ - - g -

VI 4 1/2 mose, (edlulas no sdheren
' “tem)

VII 4 1/2 sases, (cflules de baso to- :
tal) Ix 2 = 2x 3} = 1lx 3x = = -

VIII 4 1/2 menss, Control de infecoién 1x 3x - Ix Jx ~ 1Ix L} - - - -
IX 1mes, Control de infeceldn 1x 2z ix  2x 1x x - 5(5) -
X 41/2 weses, Control de trengfes ‘ , : .
S rencis no infectado - - - = - e - - - - - -
XL 1 mes, . Control de irredite= . '
oién no infectedo  3x x = . 5(s)

R 7Y ﬁxfoonlh se realind ol 7o, dfs despuds de 1a transfersnois de oflulas. Se utilind 1a !‘.!o' levaduriforws de
1a cepa 5037 de Histonlasms QeREUlALUS. oon una dosis letal pare ratones de 1 mew de edsd (4 X 10° oflulss/nl.).

Los yatones fusron observados diariaments y la intensidad de los llgnu“u sxpresa por las siguientes indhiaolg‘
nent 3x muy intensoj 2x Intenso; 1x ligero} « no mignos. la expresién de lom esignos obedece a una observeoién arbi-
traria do la intensided del signo predominante en cada grupo completo ds animales (5 retones por grupo). ’



CUADRO Fo. 5.~ DETNCOION LE SIGNOS BN 103 RATONES BALB/C INPECTADOS CON EISTOPLAGMA CAPSULATUM
EXPERIMENTG Ko, 2
GRUPO ’ XDAD 18 108 DORADORES  Pérdida de Peso Inmovilidad Pelos Erissdos Musrte

" (Poblacidn Celular) dfas dfan dlan ‘ dfae
‘ 10 20 30 10 20 30 10 20 30 10 20 3

I 1w, _ (cflules sdherentes) 2x - - L - = - - 5() - -
IT 1 s, (oélulas no adheren- ' , : i
: tes) 1x 2 Ix 2x 2r Ix - 5(5)
IT 1 mes, . (cflulas de bam to- v :
S © L tales) 2 22 1 1x 2r 2 ’ - 5(s) L
CIV 1 mes, eélulas irradisdee~ ’ -
(800 rads) x : 1x 2x 2x - 25) 3(3) -
Vv 4 1/2 seaen, (cflulas adherentes) - - 1z - ix lx = lx 1x - - -
YI 4 1/2 messs, (oflulas mo adheren- , . o
v o tes): - = Ix - 1x lIx - Ix 1lx - = =
VII 4 1/2 sesen, (cflulss de baso to-
Qll.l)' ) - 1x - - i = - 1x - - - -
VIII 4 1/2 memes, control de infecolén x - - 1Ix - = Iz - - - - -
IX 1 men, sontrol de infecoidn ix 2x Ix 1x 2x 1x 1lx 2x Ix - - -
X  41/2 mesen, control de tranefe-— ) .
‘ renoia no infectado - - - - - - e - - - - T
XI 1wme, control de frredise ) :

oién no infectado x o3 . 3z Toa(s)

Vn‘n 1a lonndn on 01 omdro No. 4». En ests cano la dosis infectante fud !.l_!hl pare ntonu de 1l ms
(4x 107 levaduras/al,)
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CUADRO No. 6.~ TRANSFPRRENCIA ADOPTIVA DE CELULAS ADHERENTRS Y O ADAERENTES
‘ IE BAZO CON 48 ERS. i INCUBACICE ¥ IE CRLULAS TRATADAS CON
SURRO AFYI-CEIULLS ADHERENTES Y ANPI-THETA, XN RBLACION CON

Lk KRSISTENCIA A L& INPECCION EISTOPLASMOBA.

EXPERTNEWIO No. 3
GRUPO:  NDAD IR LOS DONADORRS RATCNES RECRPICRES
(poblacidn celulax de
Peso ) FRMERC IS NUSRTES XN DIAS
10 dfas 20 alas 30 dfas

| 2]

(sf1xlas sdbarentes) w9 o [T
(dmi-ﬁ adherentes) ofs) 361 o(s)
(ofixlae totaies) B o) [3E7]
(lnlan ocu 00 rate.) o) ofs) :

4 B =
-

-t
-

- 3 , | |
Comttamew) o) BN o)
[ oAy e S S PP S 1 T

. Comtral v tafesstba 0 0(s) - o5}  of5)




 CUADRO o, 7o DETRCOION DR SICHOS BN LOS RATONES MAL3/0 INFRCTADOS CON HISTOPLASMA CAPAULATON

KXPRRDRNTO Mo, 3 - R
. » ‘ o
GRUPO KDAD DE 106 DONADORES  Pérdida de Peso Inmovilidad - Pelos Erisedos Moerte
(Poblmcidn Celular) dfas. dfan dfas diag

0 2 3 10 20 30 10 20 3 100 20 3

I 1w, {cflulas adherentes) 1x 2x 3 2x 2% 3x 1lx 2x % - - 2(s)
II 1 e, (céludas no adiexen- .
. tes) - 2 3 ~« 2x 3 - 2x M - 3(5) -
IIT ‘1 wes, {cflulas de taso to- ' : o _
tales) Ix Ix 3x 1x 2x 3 1x 23 X -~ ~ 35)
IV 1 wes, cflulas frrediadas~ . . Lo
800 rads) 1x 2x 3 fx 2x 2x & 3x 3x - - 2(s) .
LA W TH (cflules no adhexen- ‘
- ton nda suero anti- . ‘ o : . ko]
células adherentes) o  2x - x - 3x - 5(5) .
VI .1 mes, (células de baso to- :
- tales nds suerc an- : o
ti-theta) Ix & 2x - 2 3 l&x 3 3 . - 3}5) -

VII 4 1/2 menes, (células de bamo to-
‘ 1)

Ix Ix 2x Ix & 'k 1z ™ - =)

R

Vi 4°1/2 menen, control de infecoddn - - - e e = 1z Ix - - -
IX 1 mew, control de infeceidn - 1l .3 w ‘lx 2x 1lx x 33 = - 3(5)
X 4 1/2 mses, control ds transferen : : :
_ ‘ oia no infeatsdo. - - 2 -~ - 2x - ix 2« - - -
XL 1 men, oontrol de frradise— :
0ién no infectado. b B . & - - x = - = 5(5) - -

Vodae 1a leyonda on ol cusdro No. 4. Be utiliss une Doais letal 50 (DI50) pare retones de 1 mes de edad
( 2,52 X 10° Jovadures/al:)
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CUADRO ¥o. 8.~ TRANSFERENCIA ADOPTIVA IE CELULAS ADHERENTZS Y RO ADHERENTES IR
BAZO CON 48 HRS., DE INCUBACIOR Y DE CELULAS THATADAS CON SUERO-
ARPI-CRLULAS ADHERENTRS Y ANTI~THETA EN RELACION CON li RESIS—
TEICIA A 14 INPECCION HISTOPLASMOSA.

EXPERIMERTO Bo. 4

GRUPC  XDAD DS LOS DONADOHRS RATONRS HECEPIORES
(Podlasidn celular
de baso ) NUMERO IR MUERTES EN DIAS

10 dfas 20 dfes 30 dins

. (o‘lnlil"ﬁbennho) o(s) EE)] o(5)
01 18
(cf1ulas no aduerentes) - -
111 1 Mes
(o61ulas totales 5 X 107 cels) [ 4(6)] 0(6) o(6)
W (a;uz}-“;mu 12107 cels) O(5) GGl os)
v p
| e e i) 03) o) [3BY
T (oftuiae totates ade - ‘
VI 41/2mESES L -
[RE (cf1ulas totales) : o(6) o(6) g o(6)
v:..vm‘,, S 412msEs B gy
- Gontrol Infecoién o(7) S u o)
v contn{ ::gnoiln o - o(6) o o(6) - o(6)
x 41/2msm8 - ' :
" Control transferencia .
‘no infeotado , o(8) ~o(8) - o(e)

T fodon los animales receptores fusron mechos adultos s nicos Balb/o ds =
"4 °1/2 manee de odad, Dosis 49 oflulas donadoruss 4.32 X 100 oflulas adherentes
/0.2 m1 8285 1 X107 y5 X 107 aflulas de baso total/0.2 ml 8BS; 5,12 X 105 b=
lulss no sdherentes + suerc anti-cflulas sdherentes o,,z,n 888; 1 X 107 células
" de baso total mils suero anti~theta/0.2 ml 8P8; 1 X 10! oflulas de baso total de
. 4 1/2 menes /0.2 ul de 538, la infevcifn se realisé el To, dfa despuds de 1a ~
tranaferencia de cflulas. B¢ utilisé la fese levaduriforms de la cepa 5037
,ﬂ_.-gn%ﬁgmmmh subletal paru ratonss de 1 mes de edad (3.78 X 10°-
O‘lﬂlll L] . ) X

() Los paréntesis representan o1 # total de cada grupo de snimales.



GUATRO %o, 9.~ PTACOION DB SIGNOS BN 108 RATONRS MALD/C INPROTADOS COR JEZIPIAGNA CAPGULATON

EXPERDENTO Yo, 4

S X 41/2 mene,

Control de transferen~

¢is no infectado,

aruro XDAD DR 1OS DOMIDORRS  Pérdida de Peso  Inmovilidad  Pelow Rrisades uerts
v _ (Podlacidn Celular) dfes ey dfas < dfnw ,
: 10 20 3% 10 220 30 10 207 3% 1w 20 %
.3 lmes, - (ofiulas sdberentes) - & 3x -~ & X I N - %) -
IE 1 wam, (eflulas no ulhduh—- o '
S o tes) x 2x 2x ‘8(8)
0 M1 X mes, {oflulas de baso to~ e o AR
P 1) (3X2070eks.) Ix 2  3x Ix 2 3x Ix 2 3x ME) - e
I 1 mes, (cflulea do total) ' ' : -
SRS . {2 x 107 cels,) Ix = 2x 1 - 2&x 22 1lx 2z = 35) -
LA AT (a‘luln 1o adherentes , Co
20 MATO anti-opln~e .o : ‘
, 1aa atherentes) Ix 3x 3 Ix 3x ¥ Iz M 3x - - 3(5)
CVL ) mes, {cflules de beso totad -
. ' . - ms suare anti-theta) Ix - 2% = ~ 2 lx ~  2x = - 2(s)
. VIX 4 1/2 waeen, {oflulen totales de - S : .
LU Thase) ‘ x & M Ix & & x & &x -~ - -
. VII1 4 1/2 wewes, Comtrol de infecoifn. = - 2x % I1x 2 3 ix 2x Jx = T -
Mo -i, Control de infecoidn. Ix 2x  Jx 1lx 2x 3 Ix 3Ix 3x - - -

vluo 1a leyenda sn #) Cusdro Moo 4. Se utilisé uoa doeis :thotmh subletal psu ntonu de 1 s do odad -
(3.78 X 108 1m¢um/-1 ) ‘ . o
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