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RRE S UMEN

Siendo la histoplasmosis una infeccién intracelular respiratoria que
compromete a las células del sistema fagocitico mononuclear, su estudio
abarca diversos aspectos desde el punto de vista inmunolégico. Uno de és-
tos, y que hasta hoy no ha sido resuelto, es el mecanismo de penetracidn
del hongo al ambiente interno cuando el individuo se encuentra en condicig>
nes de inmunocompetencia, Para abordar el estudio de este proceso, en el
présente trabajo se desarrolld una revision tedrica de los tres elementos
que entran en juego en la intéraccién huésped-pardsito durante el estable-
cimiento de la enfermedéd histoptasmésica, éstos son: el pulmén como Grga-

no de choque y los alveolos como barrera, el macr6fago alveolar como agen-

te defensivo y el hongo Histoplasma capsulatum como agente agresor. Asfi-
mismo, se examind el efecto de 155 productos de H. capsulatum sobre el ma-
crofago alveolar, con el fin de explorar el posible papel del hongo en la
induccién de modificaciones'gn Ta actividad funcional de esta célula. Para
esto se estudio el efecto de diferentes cantidades de histoplasmina, el
producto solubie de los cultivos de Histoplasma en monocapas de macrdfa-
gos alveolares de ratas Wistar. .Se pudo determinar que este producte, a
las dosis utilizadas, no posee un efecto citotéxico importante, es capaz
de incrementar la adhesi6n y la endocitosis e inhibir la migracion; no se
observaron modificaciones significativas en la capacidad microbicida de
esta célula. En base a estos resultados se discute la posibilidad de gque
estos fendmenos sean parte de 1os mecanismos de evasidn de la defensa del
huésped en Tos inicios de la infeccidon respiratoria y que, ademds, estén

involucrados en la penetracién de este microorganismo.



I N“T. RO DUCTCTION

El tracto respivatorio, por sus caracteristicas anatémicas y fisiolégi-
cas, es una via importante de penetracidon antigénica. La superficie de inter
cambio gaseoso - cuyas dimensiones estdn alrededor de 70mZ - brinda la oporty
nidad a diversos agentes ambientales inhalables de introducirse al ambiente
interno. De estos materiales, los que tienen entre 1 y 5y de didmetro son
capaces de tomar contacto con esta superficie con 1o que, en circunstancias
especificas, se iniciaria el proceso de penetracion. La barrera que limita
el paso de estos agentes es tenue y conspicua, sin embargo, las caracteristi-
cas de su dindmica de funcionamiento 1a hacen altamente eficiente como elemen
to defensivo. La penetracién pasiva de los agentes extrafios solo parece ocu-
rrir ante ciertas fallas en el funcionamiento de esta barrera; ésta parece
ser la (nica opcidn para la entrada de materiales inertes. En cambio, la pe-
netracion activa parece ser el privilegio de ciertos microorganismis, y tal

vez de algunos materiales inorgdnicos de alta toxicidad (i.e. silice) (237).

Los procesos infecciosos respiratorios se inician con la penetracidn del
agente microbiano a través de las barreras defensivas, ya sea de las vias res’
piratorias o de la superficie de intercambio gaséoso, los alveolos. A este ni
vel la fisiologfa defensiva procura la eliminacién de microorganismos antes
de su penetracidn. Sin embargo, la invasividad y la toxicidad, componentes
de la virulencia de los microorganismos en cuestidn, son factores que abren
paso lesionando a las células defensivas y a las de la barrera anatémica
(neumocitos tipo I y 11), modificando asi la estructura y arquitectura alveo-
lar, To que permite la instalacidn de éstos en el medio ambiente interno. El
destino de estos agresores dependerd, por un lado, de su capacidad de prolife

racion y adaptacidn al medio interno y, por otro lado, de la capacidad del or



ganismo. huésped para montar una respuesta inmune eficiente. EJ producto de
esta interaccidn determinard la evolucidn hacia Ya infeccién-enfermedad o
hacia la inmunizacidn-infeccion subclinica; condicién esta Gltima que carac-

teriza al estado de salud "normal".

Sin embargo, existen microbios cuyo mecanismo de penetracidn - infeccion,
por via respiratoria, es,iﬁcierto ya que no se les ha encontrado una activi-
dad toxicogénica o invasiva. En estos casos la virulencia mds bién parece es-
tar dada por su resistencia a los mecanismos de eliminacidon inmunolégica, lo
que condiciona un estado de persistente inmuncestimulacion que genera dafio ti
sular por hipersensibilidad, causa de patogénesis. Entre estos agentes se en

cuentran Mycobacterium tuberculosis, Histoplasma capsulatum y otros. Intere

santemente, &stos son pardsitos intracelulares e infectan a los macréfagos,

que son las células encargadas de la defensa a ese nivel.

En este trabajo se cxaminan los factores que participan en los mecanis-
mos de penetracidn de H. capsulatum. En la primera parfe se hace una revi-
sién de los tres componentes que intervienen en el proceso; éstos son: a) el
organo de choque, o sea, las caracteristicas anagémico fisioldgicas de las
vias respiratorias y de los alveolos en su aspecto de barrera; b) la defensa
celular, el macréfago, haciendo énfasis en el macrdfago alveolar; y c) el
agresor, H. capsulatum, y sus caracterfisticas durante la infeccion. En esta
seccibn también se incluye una revisidn critica de la interaccidn entre estos
elementos como parte de la fenomenologia causal del inicio de ta infeccién.
En la segunda parte se examina, en un trabajo experimental, la actividad de
los productos de H. capsulatum sobre el macr6fago alveolar, estudiando la po-

sibilidad de que el hongo ejerza algiin efecto sobre la actividad funcional de
esta célula fagocitica.



EL PULMON COMO ORGANO DE CHOQUE

E1 pulmdn tiene como funcidn principal mantener el adécuado intercambio
gaseoso @ nivel alveolar. E1 resultado de este proceso es el transporte efi-
ciente de oxigeno (07) y bioxido de carbono {C0p) a través del torrente circu-
latorio, de tal manera que pueda 1levarse a cabo el mantenimiento de una ade-
cuada presién parcial tanto de Op como de COp en la sangre, Yo que permite el
aprovechamiento de estos gases a nivel tisular. Dicho de otra manera, el pul-
mon~es el drgano encargado de mantener la suficiencia respiratoria, la cual

constituye uno de los mecanismos implicados en el mantenimiento de la homeos-

tasis del organismo.

Por otro lado, el pulmCn, ademds de estar expuesto a los agresores exter-
nos que arriban por inhalacién, es el 6rgano gue recibe todo el flujo sangui-
neo cardiaco -gasto cardiaco- por lo que se establece la mixima oportunidad
para que Yos agentes circulantes de naturaleza inmunoldgica (antigenés 0 com-
plejos inmunes) alcancen el Yecho capilar pulmonar, constituyendo, ademds, me-

canismos de agresidn (enddgena) continua.

E1 tracto respiratorio cuenta con mis de 40 tipos diferentes de c8lulas,
lo que da una idea de la gran heterogeneidad de su¢ funciones y la gran acti-

vidad metabdlica a ese nivel (1).

Siendo el pulmdn un Organo que en cierta forma se encuentra en contacto
directo con el medio ambiente, cuenta con mecanismos dirigidos a prevenir la
entrada al medio interno de agentes infectantes o particulas extrahas que de
una u otra manera pudieran ser causa de enfermedad. Oentro de los procesos
de defensa pulmonar podemos distinguir dos grupos: 1) Los mecanismos inespeci

ficos de defensa {arrastre mecdnico, atrapamiento, y otros); y 2) Los mecanis-



mos de defensa inmunolégicos, con la participacién de las inmunoglobulinas en

Tas secreciones, los macrbfagos, células linfoides, etc. (238).

Diferentes poblaciones celulares participan de manera importante en los

mecanismos de defensa del tracto respiratorio; entre éstas se encuentran:

A. Célutas secretoras.- En el epitelio que reviste el tracto respirato-
rio encontramos dos tipoS de células cuya funcién principal es la secrecion
dé sustancias, tal es el caso de a) las células caliciformes o células muco-
sas y b) las c8lulas serosas. Estas dos intervienen en la secrecidn de moco,
el cual es una mezcla de agua, glicoprotefnas, inmunoglobulinas, 17pidos y sa
les (2). Las células caliciformes cuentan con una gran cantidad de grédnulos
secretorios en el citoplasma, ribosomas 1ibres, un aparato de Golgi bien desa
rrollado, reticulo endoplésmico rugoso y microvellosidades que la definen co-
mo una célula activamente secretora (1). E1 epitelio que reviste el tracto
respiratorio se encuentra constantemente en contacto con gases irritantes, hu
mo de tabaco, particulas inorginicas y agentes microbianos; todos éstos son
estimulos que conducen al incremento en la secreci6n de moco, el cual estd en
relacion con un aumento concomitante en el nﬁmerp de células mucosas que se
encuentran a To largo del epitelio de las vias respiratorias (2,3,4). Las cé-
Tulas serosas son mas abundantes en la traguea y en las viasaereas de gran ca
Tibre (bronquios principales}. Presentan las siguientes caracteristicas: un
citoplasma abundante y denso, reticulo endopldsmico rugoso ampliamente distri
buido en el citoplasma, microvellosidades y una gran cantidad de grdnulos se-

_cretorios que se caracterizan por ser mds pequefios que los de las células mu-
cosas (5,6) los grdnulos que contienen las secreciones serosas son opacos a
Tos electrones, lo que sugiere la baja viscosidad de su contenido o al menos

densidad inferior a la de la secrecién de las células mucosas (7). Las secre-



ciones serosas contienen proteinas neutras, lisozima y componente de transfe
rencia de la IgA {3), ademds de g]icoproteinas‘écidas (8). Llas células sero-
sas tienen como funcidn disminuir la vi%cosidad de las secreciones de las re-
giones periciliares en el epitelio bronquial y existen evidencias sobre su
transformaci6n a células mucosas en ratas expuestas al humo del tabaco (5,9).

- Su papel defensivo seria entonces: a) mecdnico, al constituir una barrera,
adem§s del lavado y arra;tée de partfculas en los liquidos de secrecin; b) in
munoldgico, al contener IgA especifica para los microorganismos que alcanzan
egias vias y c) por la presencia de carbohidratos inhibidores de la adhesidn

de microbios, presentes en las secreciones {12).

B. Gldndulas mucosas.- Estas son la fuente principal de secrecién mucosa
en el &rbol respiratorio, y al igual que los dos tipos énteriores de células,
se localizan en las paredes de las vias respiratorias principales {(10); sin en
bargo, existen otros tipos de células glandulares que pueden intervenir en la
hidratacién y concentracitn de iones en Tas secreciones mucosas {11}, Las
gldndulas mucosas se encuentran bajo control parasimpdtico (vago) estricte, lo

que las diferencia de Yas células mucosas cuya secrecidn de roco es inducida

por estimulos irritativos y no nervioses.

Algunos estudios realizados con el fin de llegar a conocer la causa direc
ta de la alteracitn en la secrecifn de moco y en el transporte de fones en 1a
mucosa de las vias respiratorias, indican que diversas sustancias tales como:
histamina, prostaglandinas, péptidos intestinales vasoactivos, GMPc, AMPc y
Tos iones de calcio, son capaces de influir en la cantidad de moco producido
por las diferentes células secretoras (3,4,12). Mis aiin, se sabe que estos me
diadores suelen ser liberados en respuesta a un estfmulo antig&nico y por lo

tanto su presencia se asocia con enfermedades, en este caso, respiratorias(13),



por 1o que la liberacidn de estas sustancias durante la infeccidn respiratoria
se ha tomaan como uno de 1os mecanismos implicados en la defensa inespecifica
del tracto respiratorio, ya que el aumento en las secreciones mucosas implica
una mayor capacidad de atrapamiento de microorganismos y agentes extrafios du-

rante los procesos de agresion pulmonar.

C. C&lulas Ciliadas.~ Estas se distribuyen a 1o largo del epitelio de
traquea y bronguios, forﬁando complejas conexiones con las células adyacentes
a ftravés de desmoscmas. Presentan las siguientes caracteristicas en sus orga-
nelos: reticulo endopldsmico rugoso y aparato de Golgi bien desarrollados, gran
cantidad de mitocondrias, un cuefpo basal cuya funcitn es servir de "ancla" a
cada uno de los cilios que se proyectan al exterior a través de su citoplasma;
cada célula presenta aproximadamente 200 cilios en su superficie luminal (14).
Su funcién estd directamente relacionada con el transporte mucociliar, removien

do particulas eitraﬁas, incluyendo virus y bacterias.

E1 transporte mucociliar es el resultado de 1os movimientos ondulantes de
los filamentos microtubulares que constituyen a los cilios, siendo de gran im-
portancia el movimiento contractil del cuerpb basal. Para que este fenbmeno se
1leve a cabo se requiere una gran cantidad de energfa de hidr6lisis, la cual es
proporcionada por el ATP; &sto estd en directa proporcifn con 1a cantidad de mi
tocondrias en este tipo de c&lulas (15). E1 movimiento ciliar es, por naturale
2a, coordinado y sigue 1a misma direccifn con el fin de realizar el transporte
eficiente de moco; la coordinacion en el movimiento ciliar depende de 1a inter-
accién mecdnica de la secrecién mucosa con los cilios, y se ha propuesto la
existencia de un control neurohumoral dependiente de 5-hidroxitriptamina, a es-

te nivel (16).

Ademds de las células secretoras y ciliadas antes mencionadas existen las



denominadas células de Clara las cuales forman parte del epitelio bronquiolar
no ciliado. Estas c&lulas se encuentran a nivel de bronquiolos en el humano y
han sido observadas a lo largo del epité]io traqueobronquial en el ratén. Son
definidas como "c&lulas secretoras con una alta actividad metabdlica", funcidn
que es apoyada por sus caracteristicas de localizacién y organizacién uitraes-
tructural, y por su gran contenido de enzimas oxidativas (1). Son cé&lulas co-
lumnares, su nicleo esté,d{spuesto en la zona central; su citoplasma basal con
t1gpe pocos lisosomas pero extensas cisternas paralelas de reticulo endoptdsmi
co rugoso rodeando mitocondrias; presenta un gran aparato Golgi en la regidn
perinuclear; su citoplasma apical presenta reticulo endopldsmico 1iso y rugoso,
asi como mitocondrias y grénulo membranosos., Las caracteristicas de sus mito-
condrias y de los granmutos membranosos varian segin la eéspecie (1,17). Se cree
que los granulos de estas células contienen en su interior gluctgeno, lipidos y
proteinas, en especial proteinas neutras (8). Aunque su participacion en la sg
crecitn no ha side completamente entendida (17,18), se cree que los compuestos
presentes en estos grinulos son componentes del fluido periciliar a nivel del
bronquilo, y Ja induccidén de la secrecidn de éstas pudiera ser dependiente de

la accidn de agentes colinérgicos y beta-adrenérgicos (14).

Otros constituyentes importantes son las células pulmorares enddcrinas,
también 1lamadas c@lulas "K" por su gran parecido con las células Kulchitsky
del intestino. Estas células presentan mayor cantidad de reticulo endoplésmico
Tiso que rugoso, ribosomas 1ibres y grdnulos caracteristicamente opacos a los
electrones en su citoplasma (6) Tos cuales contienen glicoproteinas (19). Sue-
len encontrarse a nivel de los bronquios principales y bronquilos, ya sea en
acmulos o con mayor frecuencia solas. Su funcidn secretora especffica ailn se

desconoce.

D. Células del alveolo:
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Se conocen cinco tipos: celulares principales los cuales se enlistan con

sus propqrcfonesfporcéhtua1es‘énila;siguiehte tabla(1):

1) Células tipo I 8.3%

2) Ceélulas tipo II 15.9%
3) C&lulas endoteliales 30.2%
4) Céiu1as intersticiales 36.1%
5) Macréfagos 9.4%

e

A continuacién se analizan las células de mayor importancia para el fun-

cionamiento en la defensa pulmonar,

C8lula de tipo I1: Esta clase de células son cuboidales y se Yocalizan en
el septum alveolar; presentan una superficie cubierta por microvellosidades y
sus organelos estén en proporcién con su funcidn metabblica y secretora, Estas
células mantienen la estabilidad alveolar lo cual tiene como resultado la fun-
cion respiratoria normal; son responsables de la secrecidn de surfactante ya
que sintetizan fosfolipidos y las proteinas constituyentes de éste. Ademds,
son consideradas células progenitoras del epitelio alveolar, ya que tienden a
proliferar y diferenciarse a células del tipo I tanto en situaciones de normali
dad como durante los procesos de dafio alveolar (1, 20 21). Finalmente, inter-
vienen en la defensa pulmonar contra agentes oxidantes, en el metabolismo de
sustancias xenobifticas y participan en el transporte de fluidos y electrolitos.

Células endoteliales: constituyen el Ytecho capilar pulmonar y abarcan una
superficie en el humano de 70m® aproximadamente, forman la 1lamada barrera fisi
ca entre el alveolo y la sangre capilar pulmonar. Su funcidn es el transporte
de agua, gases y solutos, asi como también el procesamiento, én forma selectiva,

de: prostaglandinas, nucleftidos de adenina, péptidos y drogas, por lo que in-
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fluyen en 1a actividad de otros Organos al.regular la entrada de estos compues
tos al torrente circulatorio ( 14 ). Tienen 1avapariencia de una delgada mem-
brana intimamente relacionada con 1a pared alveolar, y estd formada por una ca
pa de células adheridas a través de uniones intercelulares; contienen una gran
cantidad de vesiculas pinociticas, aparato de Golgi bien desarrollado y riboso
mas libres; se aprecia gran cantidad de depresiones en su citoplasma, las cua-

Tes tendrén la funcibn de aumentar el drea de contacto con la sangre (14).

.. Su interacci6n con el resto del organismo a través de la captacién o pro
duccidn de diferentes factores, da una idea de su funcién en la regulacidn de
la homeostasis (1). Asf, son capaces de captar, retener y procesar diversas
sustanﬁias provenientes del torrente sanguineo como la serotonina, norepinefri
na, prostaglandinas E y F, nucledtidos de adenina, angiotensina I, bradicinina,
adenosina, hormonas y drogas. A su vez, liberan en el torrente sanguineo: ade
nosina, angiotensina Il, prostaglandinas, 1ipidos, metabolitos y dregas previa
mente acumuladas. En cambio, no son afectados por el endotelio: epinefrina; an

giotensina Il y prostaglandinas A e 12 (14).

Hasta aqui se han revisado las principales clases celulares que, de una u
otra manera intervienen en los mecanismos de defensa inespecifica en las vfas
respiratorias, ya sea medjante la secrecion de moco y propulsidon de éste al ex-
terior a través del movimiento mucociliar con el fin de atrapar particulas y mi
croorganismos extrafios que penetran en el tracto respiratorio durante la inhala
cibn de aire, o bién, mediante mecanismos metab6licos que intervienen en 1a de-

fensa pulmonar contra agentes oxidantes y sustancias xenobidticas.

Ademds de esta barrera, el pulmén cuenta con un sistema defensivo de naty
raleza inmunolégica. Este se encuentra constituido por el sistema linfo-reticu

lar pulmonar, que incluye al macr6fago alveolar. Esta cBlula serd analizada méis
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adelante ya que constifqye el principal sistema defensivo tanto especifico como

inespecifico y su funcionamiento serd revisado en la siguiente seccién.

E) sistema linfo-reticular se encuentra ampliamente distribuido, de tal ma
nera que exjsten nbdulos linfdticos a nivel del hilio pulmonar, ademds de nddu-
los no encapsulados de tejido linfoide localizados a lo largo del trayecto de
los vasos linfaticos adyacentes a la pleura y cerca de los grandes vasos sangui
neos. De singular interés son los nbdulos linfaticos presentes en la pared bron
quial, ya que éstos se localizan en la ldmina propia y asociados a las células
de la luz del tracto bronquial (22, 23). Estos agregados linfoides contienen
poblaciones celulares similares a las de los foliculos de otros drganos de la
misma naturaleza; incluyen: histiocitos, células reticulares, linfocitos en di-
ferentes estados de diferenciacién y c&lulas p1asm5t1ca§ (23, 24). Estos linfo-
citos y células plasmiticas contienen inmuncglobulinas de las diversas clases
(IgA, 1gM, 1gG, 1gB, IgE) las cuales han sido identificadas en la pared bron-
quial en e} humano (25, 26).

Ademds de 1o anterior, cabe hacer &nfasis en el papel del macréfago como
parte importante de este sistema, recordando su intervenci6n en la defensa con-
tra particulas y microorganismos inhalados que toman contacto con la pared alveg

lar, asi como el papel del macréfago que migra de estos nbdulos a 1a luz del

tracto bronquial.

Analizados los mecanismos involucrados en la defensa pulmonar antes descri
tos, se puede apreciar, que la respuesta local ante agentes infectantes se en-
cuentra en gran parte a cargo de los mecanismos de defensa inespecificos del
pulmdn. Sin embargo, la respuesta a nivel pulmonar también involucra mecanismos
inmunolégicos de gran relevancia. Estos mecanismos operan coordinadamente y an

te una agresion difusa en 1a que los antigenos han 1legado al jinteresticio se

13



induce una respuesta generalizada del tejido linfoide asociado a bronquios, asfi
como de Yos agregados linfoides adyacentes a los brongquiolos y a Jos vasos pul-
monares {23). Como se menciond anterio%ﬂente, este tejido cuenta con linfoci-
tos T y B, asi como macrgfagos, por to que es evidente que estos tipos celula-

res juegan un papel importante en la respuesta inmunolégica a nivel pulmonar
(30, 31).



EL MACROFAGD COMO AGENTE DEFENSIVO

£ sistema fagocitico mononuclear £s una parte importante del sistema inmu
nitario, ya que se encuentra directamente involucrado en los mecanismos de de-
fensa de la respuesta inmune, tanto celular como humoral. Este sistema estd
constituido por una gran variedad de tipos celulares (fagocitos mononucleares)
los cuales se encuentran.amb\iamente distribufdos en el organismo. Las células
fagocitiéas mononucleares, son heterogeneas en cuanto a su morfologia y funcidn.
Su;:caracteristicas dependen del 6rgano a) cual se encuentran asociados (bazo,
higado, ganglios linfaticos, pu1n@n, peritoneo, etc.). Sin embargo, estas célu-
las presentan caracteristicas comunes tales como la presencia de un aparato de

Golgi bien desarrollado, una gran cantidad de lisosomas ampliamente distribuf-

dos en su citoplasma, un niicleo en forma oval y generalmente excéntrico, entre
otras (239, 240).

Las cBlulas fagociticas mononucleares (FMN) se originan en la médula Gsea
a partir de células precursoras que se renuevan a si mismas en un procesc que
involucra la generacifn de c&lulas hijas con caracteristicas genéticas y morfo-
T8gicas idénticas a las de la c8lula que les di6 origen (32, 33). Concomitante
mente, estas células presentan cambios dependiendé de la diferenciacién y madu-
racidn. Durante la diferenciacibn las células en cuestifn presentan variacio-
nes en su expresidn genfmica que determinaran una restriccidn en su potenciali-
dad, 1o que permite dar origen solamente a una o dos 1ineas celulares a la vez
{34,35). De ese modo, la maduracisn de estas células involucra Ta expresién

acumulada de Jos cambios gendmices que ocurrieron durante el fendmeno de dife-
renciacidn,

La célula precursora formadora de colonias esplénicas es ta primera cBliula

funcionalmente reconocida que se encarga de generar las diferentes 1fneas celu-
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lares hematopeyéticas (eritrocitos, granulocitos, macrdfagos, eosinéfilos y me-
gacariocitos (36, 37), ademds de dar origen a los Vinfocitos T y B (38, 39, 40),
por lo que se tes ha reconocido un carécter pluripotencial. Estas células al
diferenciarse constituyen colonias celulares con potencialidades mixtas, &sto
es, producen células formadoras de colonias con caracteristicas genéticas dife-

rentes para poder dar lugar a la generacidn de las distintas 1ineas hematopeyé-

ticas antes mencionadas (36,37).

-~ Las células resultantes de esta diferenciacifn, se activan en respuesta a
un grupe de glicoprotefnas 1lamadas factores estimuladores de colonias {FSC) que
tienen la funcién de amplificar la maduracitn de las clonas (41). Estos facto-
res se encuentran distribuidos ubicuamente y han sido aislados de la mayorfa de
los tejidos (cBlulas de rifi6n, gléndulas salivales, células de bazo, etc.). Tam
bién han sido Yocalizados en la sangre de sujetos y animales que presentan una

respuesta contra un agente infectante (42,43,44). -

Se ha encontrado que Yos tipos celulares responsables de Ta produccidn y
secrecidn de factores estimuladores pueden ser de diferente estirpe; tal es el
caso de los fibroblastos, las cBlulas endcteliales, los monocitos y los macréfa
gos. Esto sugiere que 1a c8lula formadora de colonias es controlada, en parte,

por productos liberados por su progenie madura (45,46).

Los FSC son necesarios para mantener viables y funcionales a las células
formadoras de colonias ya que en su ausencia estas células mueren (45). Ademis,

estos factores participan en la activacion y facilitacidn de la funcién de las

células maduras (macréfagos) (45).

Otro elemento importante para el desarrollo y maduracin de las células del .

sistema fagocftico mononuclear es el estroma de 1a médula Gsea en el que se lle-
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va a cabo este proceso. Este se encuentra constituido por células adherentes
de diferentes tipos (47,48), tal es el caso de las células reticulares largas,
asociadas a macr6fagos y a adipocitos. Estas células forman una compleja multi
capa que contiene fagocitos mononucleares en diferentes estados de desarrollo.
A través de este estroma medular difunden los diferentes factores necesarios pa
ra la diferenciacién celular, por tanto, dicha capa constituye un elemento in-

ductivo sobre el cual sevdésarrol1an los diferentes tipos de células hematopeyé

ticas.

.-

Durante 1a diferenciacibn y maduracién, las c&lulas fagociticas mononuclea
res pasan por diferentes estados: monoblastos, promonocitos, monocitos y macrd-
fagos. Los monoblastos y los promonocitos se localizan en la médula &sea, estas
células se dividen y originan a los monocitos (49,50,51). Los monocitos circu-
lan como tales en el torrente sanguineo y posteriormente abandonan este espacio.
En los diferentes tejidos terminan su diferenciacibn hasta convertirse en macrb-
fagos (49,50,51). Dependiendo del 6rgano en el cual terminan su difereﬁciaciﬁn
y las caracteristicas que finalmente adquieren, estas células reciben diferentes

nombres (cuadro 1).
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CUADRO 1

Constituyentes del Sistema Fagocitico Mononuclear.

ORGANO 0 TEJIDO CELULA FAGOCITICA MONGNUCLEAR
Tejido conectivo Histiocito
Higado Célula de Kupffer
Pulmén (alveolo) Macréfago alveolar
Pulmén (parénquima) Macr6fago tisular pulmonar

-~ Bazo Macrdofagos fijos o libres
Hueso . Osteoclasto

Ganglio linfatico Macrdfagos libres o fijos

Médula fsea Macr6fago fijo
Peritoneo Macr6fago peritoneal
Tejido nervioso Célula de 1a microglia

Los mecaniQmos involucrados en la renovacidn de los macréfago£ en los di-
versos tejidos son dos: por una parte, el arribo constante de monocitos a los
tejidos y, por otra, la divisiﬁn‘loca1 de Tos fagocitos mononucleares que hayan
1egado recientemente (52). La necesidad de un mecanismo de renovacién eficien-
te de macr6fagos se debe a que estas c&lulas permanecen en los diferentes Hrga-

nos tan solo 16 a 23 dias (52).

De manera general las principales funciones Inmunolégicas en las que parti
cipan las células del sistema fagocitico mononuclear son: a) la endocitosis y
digestidn de agentes patdgenos, célu]as anormales y particulas extrafas; b) la
presentacion antigénica y la liberacidn de factores de interaccidn con los lin-
focitos en la regulacidn de la respuesta inmune; y c) la migraci6n a regiones

donde se 1leven a cabo procesos inflamatorios.
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£1 macréfago, célula principal del sistema fagocTtico manonuclear, fué
considerado por Metchnikeff {1905) como parte importante de los sistemas de de-
fensa del organismo por su capacidad faéocitica (53) sin embargo, fisiolégica~
mente el macrdfago presenta diferentés actividades dentro de las que se pueden
1nc1uir:' 1) Produccion y liberacibn de factores humorales que activan diferen-
tes mecanismos de defensa del organismo tales como el complemento {54), pirdge-
nos (55), interferén (56.573. y factores quimiotdcticos para neutr6filos (58);
2) Interaccidn fisica con linfocitos inmunocompetentes durante la respuesta inmy
ne humoral y celular (59,60); 3) Destruccidén de células malignas (61,62,63);
4) Produccidon y liberacitn de progtag]andinas y nucleotidos cfclicos que inter-
vienen en 1a activacién o inhibicién de la actividad de otras células tales como
Tos linfocitos {61,64); 5) Regulacifn de las actividades de replicacién y sinte-
sis de fibroblastos {65); 6) ProducciBn y secrecidn de enzimas hidrolfticas
(68); 7) Produccidn y Viberacién de interleucina-1 (factor activadoy de Tinfoci
tos) (67,68) y otras moléculas con diferentes actividades biolégicas cqpocidas

genéricamente como monocinas (58).

£ macrdfago, como célula secretoria, presenta grandes diferencias en sus
niveles enzimdticos dependiendo de su origen y de los estimulos a Tos que ha si-
do expuesto (69,70,71); esto sugiere la existencia de subpoblaciones de macréfa-

gos las cuales son heterogeneas en cuanto & sus propiedades bioquimicas y funcio

nales.

El macrdfago es considerado una célula importante dentro de los mecanismos
de defensa, tanto especifices como inespecificos, durante las infecciones micro-
hianas ya que participa activaménte, a través de su capacidad fagocitica, en la
muerte de los microorganismos 1o cual es determinante en la resolucifn de la en-

fermedad infecciosa. Los mecanismos del proceso de fagocitosis (necesarios en
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la eliminacidn de bacterias, hongos, vjrus y pardsitos) se encuentran intimamen
te relacionados con el metabolismo oxidativo de las cElulas del sistema fagoci-
tico mononuclear. Durante la fagocitosis los microorganismos invasores se ponen
en contacto con Ta membrana del macrdfago, por medio de la cual son reconocidos
como agentes extrafios. E1 mecanismo que le permite al macrdfago discriminar en
tre materié1es propios y extrafios alin no estd determinado pero estudios recien-
tes al respecto, muestran evidencias a favor de 1a existencia de un factor séri
co (5,000 y 10.000 D de peso molecular) de naturaleza glicoproteica, que es ne-
cesario para que los componentes propios del organismo sean reconocidos como ta
les., En el mismo trabajo se sugiere la existencia de receptores cuyo papel se-
rfa detectar o reconocer un marcador de lo "propio” (72). Posteriormente los

microorganismos son internalizados en la célula y englobados en fagosomas donde
despuds serdn expuestos a una gran variedad de enzimas digestivas contenidas en
Jos lisosomas una vez que Ta unién de ambas vesiculas constituya el fagolisoso-

ma.

En ciertas condiciones, los sistemas 19ticos elaborados por el macrdfago
pueden ser liberados al espacio extracelular con el fin de destruir células al-
téradas. células malignas o cuerpos extrafios, asi como grandes pardsitos imposi -

bles de ser endocitados (73).

Las sustancias responsables de la destruccién de particulas extrafas (célu-
tas malignas, pardsitos, etc.) cbnstitﬂyen sistemas t6xicos elaborados por los
fagocitos, los cuales pueden ser agrupados segdn su mecanismo de funcionamiento.

los sistemas propuestos para estas funciones se incluyen en el cuadro 2 (73).
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cCUADRYDO 2

Sistemas 1iticos presentes en los macrdfagos

A.- Sistemas Téxicos dependientes de oxigeno.

J

Dependientes de peroxidasa
Independientes de peroxidasa
anién superdxido (02)
perdxido de hidrégeno {Hp02)
radical hidroxilo (OH)

oxigeno simple (02)

B.- Sistemas no dependientes de oxfigeno.

pH &cido en lisosomas

lisozima :
lactoferrina

hidrolasas dcidas y neutras

interferdn

componentes del complemento

Uno de Tos sistemas mds importantes es el de la mieloperoxidasa. Este me-
canismo, dependiente de oxigeno, actdia en la muerte de microorganismos a través

de la siguiente reaccibn:

203 + o (Superdxido dismutasay,  Hp0p + 0,

£l perbxido asj formado en presencia de &cido ascérbico y algunos iones me
tdlicos destruye microorganismos fagocitados (forma no emzimtica). Sin embar
go, en presencia de mieloperoxidasa (presente en neutréfilos y monocitos) el

perdxido aumenta su potencia ya que esta enzima cataliza Ya oxidacidn de iones
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haluro {C17,Br~, 17)a iones hipohalito en presencia de perdxido:
e + " Hp02  mieloperoxidasa, €107+ Hy0

E1 complejo peréxido-mie]operoxidasa-ha]uro constituye un sistema microbi-
cida de gran potencia para el fagocito y para este efecto se han propuesto los
siguientes mecanismos de accion: a) incorporacién de haluro a la pared celu-
lar de las bacterias, con'la consecuente pérdida de la integridad de la super-
ficie celular ha]ogenadé To que Tleva a la muerte bacteriana; b) descarboxila-
2i6n de aminodcidos convirtiéndotos en aldehidos, COz y amoniaco, reaccién que
conducirfa a la ruptura de la superficie y muerte celular; c¢) descarboxilacién
de amincacidos 1ibres y muerte Bacteriana por accibn de Tos aldehidos téxicos

producidos como consecuencia de este proceso. (74,75)..

Los grdnulos con peroxidasa estdn presentes en Tos fagocitos mononucleares
circulantes, sin embargo, los macréfagos maduros generalmente pierden estos gré
nulos, no asf, algunos macr6fagos residentes en los que se puede encontrar pero-
xidasa en el retfculo endopldsmico. En Tos monocitos sanguineos en los macrdfa
gos que ordinariamente no contienen grdnulos con peroxidasa se puede detectar
actividad de peroxidasa en el reticulo endopldsmico rugosc y alrededor del ni-
cleo. esta peroxidasa no estd empaquetada en grdnulos ni se libera en el fago-
soma, por lo que se desconoce su papel (76). Se sabe que existe peroxidasa en
el 1fquido extracelular la cual es susceptible de ser endocitada por el macrd-
fago, ya sea por fagocitosis o por pinocitosis, y de esta manera ser utilizada

en la destruccidn de microorganismos endocitados (73).

Et grado de actividad microbicida también se encuentra asociado a la capaci

. dad de liberacidn de anién superfxido (77), el cual se forma por la reduccién

de un electrdn de oxfgeno:
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20+ NADPH s 203 o+ onaet 4y

205 v o superdxido dismutasa Op + Hy0,

Los radicales hidroxilos son agentes bactericidas activos en el sistema Xan
rina-oxidasa y son directamente producidos por los fagocitos de la siguiente for
ma:

0, + Hy0 O+ OH + 0O

02 + R—OOH< > OH* + OR + 0

.

2
E1 oxigeno simple (0;), elemento importante implicado en la muerte por fa-
gocitos, se obtiene por varias vias: a) en la cadena respiratoria, b) como pro-

ducto de 1a reaccién de la mieloperoxidasa:

(oc1”  + Hy0, < > 0, + €1 + H,0 )

y c¢) por dismutacién espontdnea del anidn superéxido

(20, ot < s 0, + H0 ) entre otras (78).

Las reacciones de la cadena respiratoria 1levan al incremento en la utili-
zacidon de 0p, y a 1a elevacién de la produccién de perdxido por el incremento
en la utilizacion de oxigeno extramitocondrial en base a la activacidon de la

via de T1a hexosamonofosfato (78).

Dentro de los mecaniémos independientes de oxigeno implicados en la destruc
cién microbiana se encuentra el pH dcido en los Tisosomas el cual contribuye di-
rectaménte a la répida acidificacién de la vacuola fagocitica hasta un pH cerca-
no a 4.5 durante la formaci6n del fagolisosoma; esta acidez puede ser causa de
muerte Egg_ié, para algunos ofganismos. tal es el caso de Toxoplasma gondi, no
obstante, éste no es su Unico papel, ya que el pH 8cido también favorece la ac-

tividad de 1a mieloperoxidasa en los monocitos y 1a accién de peroxidasa de
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la catalasa, en los macréfagos éUe carecen de mieloperoxidasa (79,80,81).

En relacion a la funcién que desempefian las proteinas catiénicas en la
muerte de los microorganismos, existen estudios que apoyan su presencia en ma-
cr6fagos alveolares de conejo y se ha propuesto cierto papel en la muerte de ce
pas de Candida y algunas bacterias gram-positivas (82). Sin embargo, se desco-
noce su localizacibn subcelular y su contribucidn a 1a muerte de microorganis-

mos alin no estd bien definida.

~e

Los macr&fagos seéretan grandes cantidades de 1isozima (muramidasa); no se
ha determinado si esta enzima tiene rgsponsabi]idad dirvecta en 1a actividad an-
timicrobiana de estas células, pero se sabe que puede participar en la destruc-
cidn de algunos organismos de manera conjunta con otros mecanismos, tal como el
del peréxido de hidrégeno (83). Su funcién principal radicarfa en la digestidn

de microorganismos muertos (80)

Otros compuestos con efecto antibacteriano son las protefnas con alta afi-
nidad por el hierro, tal es el caso de la lactoferrina que compite con los mi-
croorganismos por el hierro "depletdndolos” de este compuesto que es esencial
para su cfecimiento. Més aln, 1a lactoferrina puede estimular 1a formacién de

hidroxilos al facilitar el hierro activo que sirve como catalizador de 1a reac-

cidn de Haber-Weiss (73,81).

Reaccibn de Haber-Weiss:

2t Fes*

— . 3+ 24
< , 5 Fe + 02
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Las hidrolasas &cidas son proteasas formadas intracelularmente que tienen
capacidad de degradar colagena, membrana basal y otros componentes del tejido
conectivo, ademds de hidrolizar compleéo, inmunoglubutinas y cininas (66,80).
Las hidrolasas neutras tales como la colagenasa (B84,85), la elastasa (86), y el
activador del plasmindgeno (87}, son de gran importancia en los procesos infla-
matorios ya que, por ejemplo, el d1timo contribuye en Ya conversién de plasmind
geno a plasmina. Tanto la secrecibn de hidrolasas dcidas como la de las neutras
son inducidas por el fenfmeno de endocitosis, asi como por cambios en los nive

les de GMPc y por la presencia de linfocinas (88).

E1 importante papel del mac?éfago en la defensa del huésped ante infeccio-
nes virales reside en su capacidad para secretar interferdén (89). Sin embargo,
no solamente el estfmulo viral es el responsable de este hecho sino que el ma-
crifago también puede ser estimutado para la secrecidn de interferdn por una
gran variedad de agentes, tales como ciertos polisacaridos y polianiones, las
endotoxinas y las mismas bacterias (56). Existen diferentes clases de interfe-
rin, los cuales varian en su peso molecular; su secrecidn generalmente depende
de la clase de estimulo que propicié su produccién. Dentro de los efectos que
tiene el interferdn, se sabe que incrementa la capacidad de estiramiento-adhe-

si6n "spreading" (90), la fagocitosis {91,92) y la actividad tumoricida del ma-
créfago (93).

Los macrdfagos también secretan componentes del complemento, tanto los de
la via clésica como los de 1a alterna, incluyendo €2 (92), Clq {54,95), C3,C4
(95), ast como el factor B, componente de 1a via alterna de gctivacién del com-
plemento, entre otros (96), Tal secrecién puede tener gran importancia en los
Tugares de inflamacifn, donde Yos componentes activados del complemento, pueden

inducir la quimiotaxis, la proliferacién celular, la secreciSn de productos ce-
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lulares y finalmente la lisis celular.

El cuadre 3 enlista la gran variedad de productos de secrecion del macréfa
go, los cuales le confieren diversos efectos biol6gicos, ademds de los ya anali

zados (80).
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LU ADRUD

3

Productos de Secrec i6n de 105

Macr6fa gos

ENZIMAS

Lisozima

Proteasas neutras .
- activador del plasminbgeno
- colagenasa ’

- elastasa

--angiotensina convertasa
Hidrolasas dcidas

- proteasas

- lipasa

- deoxi y ribonucleasas

- fosfatasas

- glcosidasas

- sulfatasas

Arginasa

COMPONENTES DEL COMPLEMENTOQ

Clg Factor B

C4 factor D

c2 Properdina

€3 Activador de C3b
¢5 #1H

INHIBIDORES ENZIMATICOS

Inhibidor de plasmina
2-macroglobulina

FACTORES QUE PROMUEVEN LA
REPLICACION DE:

Linfocitos (factor activador de
linfocitos)
Precursores mieloides (factor-
estimulador de colo-

METABOLITOS Y NUCLEOTIDOS

Uracilo
Timidina
Acido drico

PROTEINAS CONJUGADAS

Fibronectina
Transcobalamina 1!
Transferrina

PIROGENOS ENDOGENOS

Lipidos activos

Prostaglandina £
6-ceto-prostag1aﬁdina F
Tromboxanos

Leucotrienos

Acido hidroxi-eicosatetraenoico
Factores activadoret de plaquetas

METABOLITOS ACTIVOS DEL OXIGENO

Superdxido

radicales hidroxilo
ox{geno

perbxido de hidrégeno

FACTOR QUIMIOTACTICO PARA NEUTRO-
FILOS

FACTORES QUE REGULAN LA SINTESIS
DE PROTEINAS EN OTRAS CELULAS

amiloide A
haptoglobina
colagenasa

para hepatocitos

L R R B

nias) para cBlulas de la 1inea sino-
Precursores eritroides vial
Fibroblastos

FACTORES QUE INHIBEN LA REPLICACION DE:

Linfocitos

células tumorales
virus (interferbn)
Listeria monocytogenes

INTERLEUCINA-1
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Por 1o anterior se puede concluir que las diferentes subpoblaciones de ma-
cr6fagos poseen una amplia capacidad secretoria que les confiere una extensa ga
ma de respuestas ante estimulos de diversa naturaleza tales como: infecciones,
tumores, inflamacidn, y otros. De esta forma parece que queda debidamente esta
blecido que esta c&lula es de gran importancia en la preservacién y buen funcio

namientn de los mecanismos homeostdticos del organismo.

Por otro lado, el papel del macrbfago en la iniciacifn de la regulacidn de
la--respuesta inmune humoral y celular, asf como sus funciones como célula efec-
tora de la respuesta inespecifica, son de gran relevancia {59), £Es conocido el
hecho de que la expresion de la respuesta inmune depende en forma importante de
1a interaccidn cooperativa de las diferentes cé&lulas inmunocompetentes (59).
Esta cooperatividad requiere de la presencia, en la superficie de las células,
de dos tipos de autodeterminantes los cuales son reconocidos de manera especffi
ca. Estos son los determinantes del Cemplejo Mayor de Histocompatibilidad, de-
nominado sistema HLA en e) humano y sistema H2 en el ratén, asi como los deter-

minates idiotipicos de 1as inmunoglobulinas (59,97).

Los sistemas HLA y H2 son codificados en loci que se localizan en el cromo
soma 6 humano y 17 en el ratén, respectivamente. rLos productos del complejo
principal de histocompatibilidad intervienen en el rechazo de injertos (Molécu-
las de Clase I); en la interaccidn célula a c&lula durante la cooperatividad y
regulacién de la respuesta inmune (Mol&culas de Clase II); y codifican para la
produccibn de sustancias intimamente relacionadas con el sistema del Complemen
to (Moléculas de Clase III) (98). Realizando un andlisis de lo anterior, pode
mos decir que la regi6én "I" en.el ratbn se encuentra intimamente relacionada
con la réspuesta inmune al igual que la regidn D en el humano, ya que ambas co

difican a los antfgenos de la clase I1 que est8n presentes en macréfagos, célu
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las B y en menor proporcion en las células T. La region “1" se divide en los
subloci la, Ij e le. de estos subloci, el la ha sido ampliamente estudiado en
relacibn a su presencia en macrdfagos éurante una respuesta inmunoldgica. Exis
ten reportes que indican que los macr6fagos pueden separarse en dos grupos, ba-
séndose en la presencia o ausencia de antigenos la sobre su superficie {99).
Del § al 30% de los macréfagos de exudado peritoneal presentan determinante la,
en contraste con los del Eazo y del timo que presentan determinantes la en un
40 a 60% (100,101). El grupo de macr6fagos que carece de determinantes Iz no
e;-capaz de adquirirlos (102). De laos dos grupos de macrdfagos los Ia positi-
vos (la+) son los responsables de la interaccidn entre el antigeno y las célu-
las T bajo el control génico I (101, 103). E} hecho de que los macréfagos la
no intervengan en la presentacidn del antfgeno indica que existe una estrecha
relacibn entre 1a presencia de los determinantes la y la funcidn presentadora

del macrbdfago,

Existen estudios que demuestran que un estimulo inmunolégico adecuado es
capaz de inducir un incremento en el porcentaje de c8lula Ia+ en un exudado, no
asi un estimulo exclusivamente inflamatorio, ya que Bste produce un incremento
en el ndmero absoluto de macr6fagos sin alterar !a relacidn Ia+/la" en el exuda
do. De 1o anterior se concluye que el alto nivel de macrdfagos Ia* es e resul
tado de un proceso que requiere la funcién especifica de estas células, tal es
el caso de Ta presentacifn antigénica y 1a consecuente interaccidn con las c¢€ly
las T durante la cooperacidn celular en 1a respuesta inmunlégica (104). Por G}
timo, cabe aclarar que tanto los macrbfagos Ia+ como los Ia presentan recepto-

res para Fc y C3 y que ambos tipos de macrbfagos son capaces de fagocitar (104).

Es conocide el hecho de que para que pueda 1levarse a cabo la cooperacidn

celular durante un proceso inmunolSgico debe existir una c&lula presentadora
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del antigeno, la cual solo es capaz de realizar esta funcidn si se encuentra ac
tivada (59). E1 macrdfago, célula presentadora del antigeno por excelencia, se
activa ante la presencia de estimulos antigénicos adecuados, por efecto del fac
tor estimulador de colonias y posiblemente también por la presencia de interieu
cina-3(I11-3) la cual es producida por los linfocitos T. Durante su activacidn
el macrofago adquiere la capacidad de elongarse rapidamente, secretar factor ac

tivador de plasmindgeno (105), aumentar sus niveles de HZOZ (106), y desarrollar

una mayor capacidad para destruir microorganismos (107} y células tumorales (108).

En contraste, los macrdfagos activados con estimulos inflamatorios no presentan

actividad microbicida ni tumoricida y no 1iberan niveles adecuados de H202 (109,
110). Ademds de los cambios antes mencionados, durante la activacion de la cé-
Tula fagocitica se presenta un incremento en la cantidad de antigenos Ia y de re

ceptores para 1g6 2a en la superficie del macréfago (111)

En cuanto al proceso de presentacidén antigénica, se ha demostrado que el
macrofago activado ante un antigeno es capaz de endocitarlo y digeririo, de tal
manera que parte de los fragmentos antigénicos sean reutilizados por el mismo y
la porcidn restante sea expuesta en forma ordenada en su superficie; esto es

' que el antigeno es presentado ante los linfocitos que poseen receptores especi-
ficos (112). Este proceso determina la activacién de los linfocitos ya que pos
teriormente el macr6fago es capaz de sintetizar y secretar factores solubles
con efectos sobre diferentes células; tal es el caso de la interteucina-1 (fac-
tor-activador de lTinfocitos, LAF) que tiene un peso molecular de 15kD, estd cons
tituida por una cadena peptidica {inica y presenta las siguientes propiedades fun

cionales (67, 113,114).
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CUADRGO 4

FUNCIONES DE LA INTERLEUCINA-1

1} Actividad de pirdgeno enddgeno
2) Actividad mitogénica para fibroblastos y c&lulas sinoviales.

3) Estimula la produccidn de reactivos de fase aguda en el
hepatocito (amiloide "A" del suero, fibrinbgeno, proteina €
reactiva, etc.)t

4) Estimula la produccidén de prostaglandinas por las células
sinoviales,

5) Aumenta la produccién de colagenasa en las cé&lulas sinovia
les y fibroblastos.

6) Induce la proliferacidn de células T en presencia de mité-
genos. '

7

—

Produce 1a activacion de células B.

Por lo anterior se deduce que Ta interleucina-1 no sdlo es neécesaria en la
activacidn de las células inmunocompetentes, sino que también participa en las

reacciones inflamatorias no inmunolégicas.

La célula T cooperadora es capaz de reconocer al antigeno ordenado sobre
1a superficie del macrdfago, siempre y cuando stis determinantes de histocompa-
tibilidad en especial los determinantes la correspondan entre si de tal manera
qué las células que interactlan no sean reconocidas como extrafias. La activa-
cién de las células inmunocompetentes prosigue por 1a accién de la interleuci-
na-1 que ampiifica la respuesta a través de Ta induccidn de la produccidn de
interleucina-2 que és sintetizada por las células T (59,115,116). La interleu-
cina-2 actla junto con los determinantes de histocompatibilidad y con las sefia-
les antigénicas coestimulando timocitos y promoviendo la proliferacidn de célu

las T; ademds, esta interleucina interacciona con las cadlulas T activadas a

k)



través de sitios de unidén especificos y de gran afinidad (receptores para inter

leucina-2) ocasionando 1a expansién clonal de las cé&lulas T activadas (59).

La activacibn celular como resultado de la estimulacidon del macrdfago por

el antigeno se esquematiza en Ta figura 1.

-
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Como se puede observar, el macrdfago activado constituye un mecanismo de
defensa primaria contra la infeccién bacteriana, alin antes de iniciarse la acti

vacidn de las células inmunocompetentes.

Si se desaffa un animal por segunda vez con un antigeno, Se induce una
respuesta inmune secundaria caracterizada por la sensibilizacién de los linfoci
tos T, hacia las 25-48 Hs. Estos linfocitos T sensibilizados 1iberan sustan-
cias activas (linfocinaé) en las 2onas donde se estd llevando a cabo la multi-
pTicacion bacteriana, estas sustancias tienen la propiedad de atraer y activar
macrdfagos, los cuales inhiben la multipticacion bacteriana y ocasionan la répj
da disminucién del nimero de microorganismos como consecuencia de su actividad
1itica. Concomitantemente, se 1leva a cabo la aparicibn de un gran nimero de ma

crbfagos activados en el bazo y en el higado (92).

Dentro de Tos factores Tinfocitarios mencionados tenemos el factor inhibi
dor de la migracidn (MIF). Este factor fue el primero en ser estudiado, y se
sabe que es producido por los linfocitos T sensibilizados, y tiene 1a capacidad
de inhibir la migracion de los macrbfagos. E1 mecanismo implicado en la inhibji
¢ibn de la migracién de los macr6fagos por el MIF es desconocido, sin embargo,
se cree que las cBlulas fagocTticas son retardadas en su migracidn ya que se
aglutinan impidiendo fisicamente la migracion de otras células, tal vez como re

sultado de los cambios en la membrana que hacen que las cé&lulas se vuelvan mis

adherentes {117).

Otra linfocina importante es el factor activador de Tos macréfagos (MAF);
éste induce un incremento en'la capacidad de adhesion, de fagocitosis y en Ta
potencia microbicida aidin contra microorganismos antig&nicamente no emparentados
con aquellos que ocasionaron su activacidn. Este factor es una macromolécula

semejante o idéntica al MIF y ejerce su accifn hasta 72 hs después de estar en
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contacto-con las células en cuestién. -Ademds de los efectos antes mencionados,
este facfor induce: aumento en la capacidad pinocitica, aumento en el nivel de
actividad de la adenilatociclasa de 1a membrana, aumento de la incorporacién de
glucosamina en los componentes de la oxidacion de la glucosa a través de la via
de las hexosas monofosfato, aumento de la actividad de deshidrogenasa lactica en
el citoplasma, disminucién de ciertas enzimas lisosomales (catepsina-D, B - glu-
coronidasa, fosfatasa dcida), aumento en el nimero de grinulos citoplasmiticos,

bacteriostasis elevada y aumento de la actividad tumoricida (117).

Existen otros factores linfocitarios con actividad sobre los macrdfagos
(FOM). La produccion de este factor e$ antigeno especifica y se caracteriza
por ser termoestable a 56°C tiene un peso molecular de 35-55,000 en cobayo y de
12 a 25,000 en el hombre. Este material ejerce su accidn mediante el estableci

miento de un gradiente de concentracién ante el cual el macrdfago se desplaza

en forma orientada (117).

Por otra parte, se ha observado que ciertas sustancias exdgenas como las en
dotoxinas bacterianas son capaces de activar a las células fagociticas -especial

mente macr6fagos- asi como el Corynebacterium parvum muerto que puede activar

estas c&lulas ya sea directamente, ejerciendo su accidn sobre ellas, o en forma
indirecta induciendo a los linfocitos T a que liberen el factor activador de
Tos macréfagos (117). Scbre estos fendmenos existen abundantes ejemplos en la 1i

teratura pero aun no se ha determinado su significado bioldgico en la relacidn

hudsped-pardsito (118).

Hasta aqui se ha revisado.el origen, la maduracidn y las funciones del ma-
créfago en general. Sin embargo, es de importancia analizar las funciones de
estas células a nivel pulmonar, ya que el pulmdn es un Grgano totalmente vulne- .

rable a la jnvasidn por agentes nocivos, por encontrarse en contacto directo
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con el aire que proviene del wedio externo, el cual contiene toda clase de con
taminantes incluyendo particulas inorganicas y materia orgdnica, ya sea de ori

gen animal o vegetal, ademas de microorganismos diversos.

Asi pues, estd demostrado que la principal célula de defensa contra estas
particulas y microorganismos inhalados que toman contacto con la pared alveolar
{sea hongos, virus, bacterias, etc.} es el macréfago alveolar. Estas células di
fieren de los macréfago§ de otros érganos en su ultraestructura (27), en su al-
t0 nivel de metabolismo aerébico (27) y, posiblemente, en su respuesta a una de

las linfocinas; el factor inhibidor de la migracidn (28).

E1 macrdéfago se encuentra normalmente adherido a la pared alveolar, en es-
trecha relacidn con los neumocitos tipo 1. Por lo genéra], presentan una forma
ovalada, un gran nicleo excéntrico, y un aparato de Golgi bien desarrollado en
la zona perinuclear. Contiené un par de centriolos cercanos a la regidn de Gol
gi, ribosomas libres, pequefias cisternas de reticulo endopldsmico y una gran
cantidad de mitocondrias esparcidas en su citoplasma, ademas de las caracteris-

ticas vesfculas fagolisosomales y los grdnulos secretores (1).

E1 siguiente cuadro enlista algunas enzimas hidrolfticas presentes en los

granulos de secrecidn del macr6fago alveolar (1},
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ENZIMAS LITICAS PRESENTES EN LOS GRANULOS DE SECRECION
DE LOS MACROFAGOS ALVEOLARES

Amino peptidasa Esterasa Fosfatasa dcida
Lisosima Catepsina RNasa |

Lipasa . Elastasa Fosfolipasa A y A2
Hig]uronidasa Catalasa g-glucuronidasa

Con respecto al origen y cinética de Ta maduracién de los macrdfagos alveo
lares es sabido que al igual queilos macrofagos gue se localizan en otros drga-
nos, son células del SFMN que se originan en la médula Gsea (119). Existen di-
versos estudios encaminados a explicar el origen y cinética de localizacidn de
los macrdfagos alveolares (120, 121, 122, 123, 124). Trabajos realizados por
Blusee Van Oud Alblas y R. Vaa Futh en 1979 {125), indican que tanfo los macrd-
fagos tisulares del pulmbn como los macrdfagos alveolares pulmonares derivan de
los monocitos circulantes y que ninguno de estos dos tipos de macréfagos tienen
la capacidad de proliferar en algin compartimiento pulmonar (125), por lo que
el macrbfago alveolar ha sido definido como una célula terminal, cuyo tiempo de
recambic es de aproximadamente 27 dias (125). Sin embargo, existen estudios re
cientes que indican que los macrdfagos alveolares presentan heterogeneidad en
" cuanto a su densidad, tamafio y caracteristicas citoquimicas, asi como diferen-
cias en patrones de actividad funcional caracterizados por poblaciones que mues
tran aumento en la susceptibilidad de la estimulacién de l1a migracidn, incremen
to én la ljberacién de anién superfxido, en la pinocitosis, asi como en la con-
centracién de proteinas en la célula. Esta tltima estd relacionada con la acti-

vidad del macréfago, y disminuye en proporcidn al aumento del tamafio celular.
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[sto sugiere que las diferencias observadas en las diversas poblaciones de ma-
crifagos alveolares posiblemente se deban a que se trata de diferentes estados
de diferenciacién o maduracidn de las células fagocitico-mononucleares en el

pulmén (126, 127).

Con respecto a los mecanismos implicados en el transporte del macréfago
alveolar hacia el medio externo, los resultados de la mayoria de los autores
sugieren que los macréfégos pulmonares abandonan el alveolo dirigiéndose a las
vias aereas y son expulsados de estas a través del movimiento mucociliar (128,
129). En cambio se ha observado que el macrdfago tisular del pulmdn, puede de
jar el intersticio a través de los canales 1infaticos (130, 131), o tal vez
por los vasos sanguineos (128) o bien, los que estdn asociados al tejido linfoi
de de los bronquios, atraviesan el intersticio y entran a las vias respirato-

rias a nivel de Tos bronquiolos terminales (132)

Para 1a induccidon de la inmunidad tanto humoral como celular se necesita
de 1a presencia del macr6fago o de otra célula presentadora del antigeno. Al-
gunos autores proponen, que siendo el macréfago la primera barrera inmunolégica
en el pulmdn ante la presencia de agentes patdgenos, por su capacidad de elimi-
nacidn de microorganismos invasores, podrfa cumplir con el papel de célula pre

sentadora del antfgeno para la induccién y expresion de la inmunidad (133). Por

1o menos in vitro se ha observado que esta célula es capaz de procesar el anti
geno, mientras es reconocido por las células T de ayuda o las células T que me
dian la respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado (134,135). Por To

tanto se estima que el macrdfago alveolar podria jugar un papel relevante tan-
to en la induccidon de la inmunidad pulmonar como en el reclutamiento selectivo
de los Tinfocitos T en el pulmén (133,136,137). Por otro Tado, apoyando la po

sibilidad de que esta funcidn del macrdfago ocurra, existen estudios in vitro




que establecen la exprésién de antigenos la en el macréfago alveolar, los cua-
les se sabe que son indispensab]es en 1@ presentacion antigénica por el macrd-
fago. Mas aln, los genes Ir codifican para 1a produccion de moléculas que re-
gulan la interaccidn antigeno-especifica entre el macréfago alveolar y la célu
Ta T (138). Sin cmbargo, por ser ésta una célula terminal y por transitar ha-
cia las vias respiratorias altas, la posibilidad de que interactle con linfoci
tos solo ocurriria si ésta fuera capaz de reingresar al intersticio pulmonar.
Evidencias a favor de este proceso no se han reportado alin. Este proceso de
reingreso parece no ser compatible con la fisiologia depurativa que tiene el
macrofago, ya que si éste pudiera reingresar con microorganismos resistentes a
la lisis o con materiales toxicogénicos como las particulas de silice se esta-
ria promoviendo la penetracidn de materiales que supuesfamente deberian elimi-
narse por expulsidon a las vias respiratorias. fPor tanto, a pesar de que se pue
da demostrar in vitro su potencialidad para cumplir con una funcidp cooperativa

en la respuesta inmune la posibilidad de que ésto ocurra in vivo en condiciones
naturales es remota. Asimismo, se ha reportado que esta célula tiene capacidad
supresora in vitro al igual que otras células adherentes obtenidas en diferen-
tes Grganos (139). Sin embargo Ta posibilidad de que este efecto ocurra in vivo

es poco probable por los argumentos sefialados antes.

Como se ha descrito con anterioridad, el macr6fago alveolar a través de su
capacidad fagocitica, es determinante en la defensa del huésped ante antigenos
inhalados, ya que de esta manera se mantiene la esterilidad pulmonar. E1 pro-
ceso fagocitico se inicia con el enlace de 1a particula a fagocitar a los recep
tores Fc o a las receptores inespecificos; la penetracién de la particula unida
a los receptores durante la fagocitosis es un proceso que parece estar controla
do por microfilamentos citopldsmicos (140). La endocitosis de la particula es-

timula el movimiento de ciertos receptores (ej. Fc) hacia las zonas de la mem-
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brana que estdn siendo introducidas. Con Ja penetracién de la particula endo-
citada se encierra una vacuola fagocftica {fagosoma) y al formarse el fago-li-
sosoma, con la consecuente liberacidn de enzimas hidroliticas, comienza la des

truccidn o degradacidn de particulas que han sido fagocitadas {140).

Existen estudios in vivo encaminados a determinar el porcentaje de bacte-
rias que suelen ser endocitadas por lTos macrdfagos alveolares después de la ex-
posicifn de animales de experimentacion a la inhalacién de un nimero determina
dd°de bacterias, observindose que a los pocos minutos de haber penetrado al pul
mén, el 50% de las bacterias inhaladas son endocitadas, 1legdndose a encontrar
un 80% de bacterias ingeridas en 10s macrofagos de Tos animales que fueron estu
diados después de una hora de desafio, y el 90% hacia las dos horas y media de

residencia bacteriana pulmonar {141).

E1 fendmeno fagocitico requiere el consumo de energia; estudigs encamina-
dos a determinar cuales son las vias metabélicas que proveen la energia para la
fagocitosis refieren que las principales fuentes son la glucGlisis y el metabo-
lismo oxidativo (142). Por otro lado, éstos indican que una presibn parcial de
.oxfgeno de 25 mm de Hg o menos induce un efecto supresivo en la fagocitosis,
por 1o que es probable que el macréfago actiie en condiciones subbptimas en el
ﬁulmén, en dreas en las que la tensidn de oxigeno estd disminuida (142). Ademds,
ya que el consumo de O2 extramitocontrial es importante para el efecto 1itico
sobre los microorganismos {78), debe inferirse que 1a capacidad microbicida de

Yos macrdfagos alveolares debe estar disminuida en tales circunstancias.

Despugs de un estimulo fagocitico in vitro el macrdfago alveolar comienza
a secretar factores quimiotdcticos {143,144,145), por lo que se cree que la en-
docitosis de microorganismos por el macrdfago alveolar puede ser un paso criti-

co para la inducci6n del reclutamiento de polimorfonucleares en el pulmén. Los
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mecanisnios implicados en el reclutamiento de estas células a través de los va-
s0s no se conocen con exactitud, pero se propone que agentes quimiotdcticos ta
Tes como los factores derivados de los“macréfagos, ciertos productos bacteria-

nos y C5a, generan un gradiente quimico que atrae polimorfonucleares a través

de la pared vascular (144). Se ha observado que Yos polimorfonucleares migran
al alveolo por la pared de los capilares del septum alveolar, entre las células
epiteliales de los tipos 1 y I1 (146); en otros estudios se ha visto que Ja mi-
gracidn, tanto de los monocitos como de los polimorfonucleares en el espacio al

veolar, ocurre entre las estrechas uniones de las células epiteliales de tipo I
(147).
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HISTOPLASMA CAPSULATUM COME AGINTE INFLCTANTE.

por Darling en 1904, quien creyl que se trataba de un protozoario. Su naturale
za fingica fue sospechada por Rocha hacia 1912 y fue cultivado por primera vez
por De Monbreum en 1934 a partir del primer caso diagnosticado pre mortem de
histoplasmosis. En México-fue realmente diagnosticado el primer caso en 1949

por Perrin y Martine: Biez por medio de técnicas histopatoldgicas {148).

La histoplasmosis presenta una distribucion geografica cosmopolita, aunque
predomina en regiones tropicales y subtropicales, en México se ha aislado el
hongo del suelo de minas, casas y cavernas donde existe guanc de aves y murcié-

lagos (149,150,151,152,153)

E1 hongo Histoplasma capsulatum se considera dimérfico, debido a que se en
. cuentra en la naturaleza en dos formas diferentes, &sto es, en forma micelial
en el medio ambiente' y como levadura intracelular en humanos y animales suscep-
tibles. Durante la fase micelial da lugar a dos tipos de esporas: 1) macroco-
nidias equinuladas (8-12 micras de didmetro) y 2) microconidias (2-4 micras de
didmetro) {149).

Las heces de las aves, pollos, estorninos y otros pdjaros, proporcionan un
sustrato rico en nitrégeno, adecuado para e1 crecimiento de los micelios. Cuan-
do el suelo contaminado se ha deshidratado, Jas esporas se aerolizan y son sus-
ceptibles de ser inhaladas, distribuyéndose en el parénquima puimonar, donde
toman contacto con las macréfagos, células encargadas de fagocitar a ese nivel,
y que al mismo tiempo pueden ser infectadas por el hongo, que intracelularmen-
te adquiere su estado de Jevadura (forma parasitaria). E1 proceso mediante el

cual el hongo revierte de la fase micelial a la fase levaduriforme se 1leva a
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cabo en un periodo aproximado de 72 hs, posteriores a la infeccidn (149,154,
155). E1 hecho de que el macréfago sea 1a célula encargada de eliminar a los
microorganismos y otras sustancias extrafias, pero gue en alqunas circunstancias
pueda ser afectada por una infeccidn intracelular, muestra que su funcién prin-
cipal (la fagocitosis) puede ser dridsticamente disminuida. Siendo la histoplas
mosis una enfermedad intracelular del sistema fagocitico mononuclear, el estu-

dio de ella es de gran interés inmunoldgico.

EY hongo Histoplasma capsulatum estd constituido por una pseudocdpsula

(155) y una pared celular cuyos constituyentes varian de acuerdo a la fase en
la que se encuentre el hongo, dé tal manera que la pared celular durante la fa
se levaduriforme contiene mayor cantidad de quitina y menor cantidad de manosa
y aminoécidés que la pared celular de la forma micel{al (157). Sin embargo,

se toman como componentes de la pared en general, a la glucosa, la galactosa y
1a manosa, Estudios morfolégicos describen dos tipos de H. caEsufatum que di-
fieren en su morfologia durante t1a fase micelial, no asi durante 1a fase leva-
duriforme en la que son practicamente indistinguibles. Esto es, el tipo A (al
bino) y el tipo B (caféd) el fipo A durante su fase micelial crece constituyendo
colonias biancas, sin pigmentos difusibles con anchas dreas de hifas blancas,
pocas macroconidias y muchas microconidias. Mientras el tipo B de micelios cre
ce en colonias que producen un pigmento café, con estrechas hifas lisas del mis
mo color muchas macroconidias y pocas microconidias (158). Otros estudios esta
blecen subdivisiones de los tipos A y B en quimiotipos, basdndose en la presen-
cia de a-glucanos en la pared de la levadura, de tal manera que aquellas que
presentan o-glucanos en la péred durante la fase levaduriforme serdn del quimig
“tipo Il y las que carecen de a-glucanos en la pared durante la fase levadurifor
me pertenecen al quimiotipo I (159,160). Tal variabilidad en la composicién de

la pared de la levadura ha sido considerada como un componente probablemente im
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portante en la regulacion de la virulencia en los diferentes tipos de H. capsu-

Tatum (161).

La histoplasmosis es una micosis secundariamente tegumentaria, ya que casi
siempre se inicia en el pulmén, pudiendo confinarse solo a este brgano o bien
disFminarse pricticamente a todos los Srganos constituyendo un cuadro, en la ma
yoria de los casos, letal.. Esta infeccidn ha sido objeto de clasificaciones
clinicas en varias ocasiones, sin embargo, los diferentes autores concuerdan en
ler descripcion de dos tipos principales de presentacidn de este proceso, ésto
es: 1) una infeccidn respiratoria ligera, por lo general asintomitica, que evo
luciona a Ta curacidn y 2) el establecimiento de la enfermedad propiamente di-

cha, cuadro que puede ser progresivo y evolucionar a un estado tetal ampliamen-

te diseminado (153).

Por lo general, la clasificacidn de la histoplasmosis sigue ]95 criterios
clinico-patoldgicos determinados por los estados de severidad del padecimiento.
La m&s difundida considera 4 formas c¢linicas:

a) Cuadro pulmonar agudo.- caracterizado por ser de instalacién brusca, el
paciente refiere malestar general, hipertermia, tos, dolor tordcico y disnea,
Este cuadro va seguido del rdpido restablecimiento del individuo.

b) Histoplasmosis pulmonar progresiva.- &sta se presenta como un cuadro en
el que los sintomas anteriormente mencionados evolucionan en forma crénica con
tendeﬁcia a agravarse (hasta 1legar a ser similar al cuadro clinico de la tuber
culosis) con tos crdnica, ocasionalmente productiva. Radjoldgicamente existen
lesiones idénticas a las producidas por la tuberculosis de reinfeccion y suelen
evolucionar hacia la necrosis y calcificacibn con el establecimiento de lesio-

nes cavitarias.

c) Histoplasmosis Diseminada.- se caracteriza por un cuadro febril acompa-
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fnado de hepato y esplenomegalia, adenopatias y en algunas ocasiones diarrea.
La serologfa es positiva intensa. E1 cuadro tiene un curso répido, por To gene

ral es de tipo fulminante y mortal a corto plazo.

d) Histoplasmosis Crénica.- se presenta un cuadro respiratorio crénico
(tos, expectoracidn y fiebre moderada) adenopatias, hepato y esplenomegalia,

lesiones en mucosa faringea y laringea principalmente; su evolucién es lenta y

finalmente letal (153, 156).

La inhalacién de esporas de H. capsulatum conduce a la infeccién pulmonar
con la aparicidn de lesiones miliares distribuidas por todo el parénquima pul-
monar asi como aumento del tamafo de Tos ganglios linfiticos. La infeccidn pri
maria es benigna y en la mayorfa de los casos pasa inadvertida o bien se mani-
fiesta como una enfermedad respiratoria autolimitada. Durante la curacidn las
lesiones pulmonares se torman fibr6ticas y se calcifican (152). Cuando la in-
feccidn por H. capsulatum evoluciona hacia la diseninacidn {y en {a mayoria de
los casos a la muerte) se observ; la multiplicacién del hongo en las células del
sistema fagocitico mononuclear de higado, gangtios Tinféticos, bazo, pulmdn, mé
dula 6sea, etc. Mds aln, en estos Organos se puede detectar la presencia de acy
mulaciones nodulares de células epitelioides y c&lulas gigantes tipo Langhans.
Las lesiones pueden acompafiarse de necrosis caseosa, las gldndulas suprarrena-
les, que suelen ser afectadas con mucha frecuencia, se encuentran con gran aumen
to de tamafio. Los granulomas pulmonares presentan generalmente necrosis caseosa
{como en la tuberculosis pulmohar cavitada). La histoplasmosis necrosante puede
adquirir la forma de una papilitis renal. En las lesiones necréticas, presentes
en la mayorfa de los 6rganos Sfectados. se observan formas extracelulares de his
toplasma, mediante tinciones especiales (coloracifn dcida periddica de Schiff)i

estos organismos extracelulares, que suelen tener mayor tamafio que los intrace-
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Tulares, estdn distorcionados y en ocasiones asumen la forma micelial (153).

Como es 16gico, en base a las lesiones que caracterizan a la enfermedad es
facil de asumir que, la respuesta inmune celular se encuentra comprometida im-
portantemente; no obstante, se sabe que la respuesta protectora durante la in-
feccifn por H. capsulatum es la celular, la cual involucra un sinndmero de acti
vidades bioldégicas en las que intervienen las células y sus productos, sean lin
focinas, interleucinas,.etc. La participacion de la respuesta inmune celular
ante la infeccién por H. capsulatum ha sido estudiada en diferentes ocasiones
con el fin de conocer hasta que grado se encuentra involucrada como mecanismo
de defensa inmunoldgico. Estudi;s realizados en ratones a los que se les admi-
nistré sueros antilinfociticos demuastran que la disminucién de las poblaciones
de linfocitos T 1leva a un incremento de la susceptibilidad del animal para con
traer la infeccién (162,163). Mis aln, animales atimicus, como los ratones nu/
nu, infectados ﬁon el hongo, desgrro11an Ta enfermedad en forma seJera, confir-
mandose Ta participacifn de la respuesta celular durante la infeccion (164,165).
Asimismo, existen trabajos que apoyan la existencia de transferencia pasiva de
inmunidad, al lograr incrementar la resistencia en animales no sensibilizados
con H. capsulatum por la transferencia de Tinfocitos de bazo de animales inmuni

zados con dosis subletales del hongo (166,167).

Uno de Yos mecanismos mis importantes en la defensa del huésped en la his-
toplasmosis es la actividad fagocitica del macr6fago ya que se ha demostrado ex
perimenta1meqte 1a activacidn de 1a célula ante el desafio de ratones con leva-
duras y con ia forma micelial del hongo (155,168,169). Los macréfagos una vez
activados tienen 1a_capa;idad de impedir el crecimiento intracelular del hongo
y su activacidn es mediada por los Tinfocitos T sensibilizados, por 1o que se

dice que es necesaria la interaccién macréfago-célula T para que el macréfago

i
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pueda ejercer su accién fungicida contra la ]gvadura‘(l68;169). Sin embargo,
1os mecanismos de interaccidon entre el hongo y el macréfago no han sido defini

dos del todo y nos referiremos a @stos mis adelante,

Por 10 que se reficre al pape)l de los anticuerpos durante la infeccidn
por H. capsulatum, se ha propuesto un posible papel facilitador de éstos en la
sobrevida del hongo, asi como una accibn moduladora de 1a respuesta inmune celu

1ar {170).

Estudios realizados sobre la inmunorregulacion durante 1a histoplasmosis
diseminada en ratone§ revelan cagbios que van de la inmunosupresidn a la inmuno
estimulacion, en un tiempo determinado, lo que indica la existencia de activida
des mediadas por las diferentes subpoblaciones celulares durante la infeccidn
(171). M&s aiin, existen estudios que establecen que los linfocitos con el feng
tipo Thy 1, 2%, Lyl* y Ly2* durante la infeccidn en ratones, aumentan en el ba-
2o y disminuyen en el timo y 1a sangre periférica. Esto ha sido interpretado
como la migracidn de células procedentes del timo, sangre y mddula dsea, hacia

el bazo, en ratones con histoplasmosis diseminada (172).

Otros estudios establecen la existencia de dos poblaciones de células su-
presoras, basdndose en los siguientes hallazgos: una de ellas no presenta capa
cidad de adhesidn al vidrio, ademds de que su capacidad supresora es abolida
con anticuerpos anti-ThyL o reducida con bajas dosis de radiacidn (300 R); la
otra poblacibn no muestra alteraciones en su capacidad supresora ante altas do
sis de radiacién (500 R), ni ante mitomicina {172). Al determinarse el fenoti
po de las células T supresoras de bazo, en animales infectados con el hongo,
se observd que eran del tipo Ly2*, Ijt (174). Ahora bien, existen estudios
que revelan la produccibn de factores inmunorreguladores en cultivos de células

supresoras procedentes de bazo de animales desafiados con el hongo: el factor -
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supresor de la histoplasmosis (SF-H)el cual es inactivado con iripsing, pH 2.2
y 56°C y el factor ayudador de la histoplasmosis (HF-H) también inactivable

con tripsina, pero soporta temperaturag de hasta 100°C (175). Por lo anterior
parece ser que en esta infeccidn, al iqual que en otras, el pardsito tiene la
capacidad de impedir Ya induccidn de una respuesta inmunolbgica, por alteracio
nes en el sistema inmunorregulador del huésped, por 1o que podria conducir a la
persistencia del agente.iﬁfeccioso 0 en ocasiones a la aparicion de infecciones
recurrentes (176,177). Estos fenfmenos de inmunorregulacidn alterada y los po
gybles fenfmenos de evasidn de la respuesta inmune, y en especial de la fagoci-
tosis, parecen conducir a la peﬁ;istencia del microorganismo y sus antigenos y,
por Yo tanto, a la hiperactivacién inmunolfgica con consecuencias inmunopatold-
gicas, tal es el caso de la formacidn de Tesiones como los granulomas, la hiper

trofia de drganos linfoides, etc (178).

Por otro lado, parece necesario enfatizar que por lo general a histoplas-
mosis cura en forma espontdnea, pero que existen casos en que la enfermedad prp
gresa. Estudios a) respecto describen la existencia de factores predisponentes
del progreso de la enfermedad, tal es el casc de las superinfecciones o bien de
los estados de inmunosupresion (sfndrome de immunodeficiencia adquirida, tras-
plante de méduia fsea, cancer, etc‘)(l79,180.181;182), gue ocasionan un balance

favorable para el pardsito, ya sea por los aspectos anteriores o por dosis muy
L}

grande del pardsito durante la infeccion.

Ante el estimulo del hongo se establece una respuesta inmune, la cual hace
que el fendmeno fagocitico sea facilitado por la presencia de receptores Fc en
los macréfagos, permitiéndoles captar complejos antigeno-anticuerpo (182)., La
presencia de estos complejos inmunes circulantes ha sido descrita en histoplas-

mosis (184), coccidioidomicosis (185) y otras enfermedades causadas por hongos.
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Mas aln se ha determinado que productos subcelulares del hongo como la histoplas
mina presenta actividad inmunosupresora {185) y de expansor policonal (187), asi
como propiedades de activacidn de 1a via alterna del complemento y de la quimio-

taxis (188,189) 1o que finalmente repercutiria en un fendmeno de amplificacidn

de 1a respuesta inmune.

-
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INTERACCION H. CAPSULATUM-MALROE AGD LI EL PULNON

Hasta aqui se han analizado todos los elementos que, de uha'u otra manera,
pudiesen estar involucrados en el establecimiento de la enfermedad histoplasmb-
sica. Sin embargo, es necesario elucidar 1a forma en que Estos pudieran inter-
actuar durante la infeccidn. No existen reportes concluyentes al respecto, ya
que se encuentran algunas incégnitas sobre come se 1Tevan a cabo las interaccig
nes en los periodos inic%a]es de Ta infecci6n, asi como en 1a fase inductiva de

1d respuesta inmune.

La 11egada del hongo a los alveolos pulmonares, parece estar restringida a
las esporas ya que el micelio, dado su tamafio, deberia ser atrapado en las vias
respiratorias altas (vibrias, etc.). Los mecanismos defensivos de las vias res
piratorias bajas (células, secreciones y microvellosidades) serian las encarga-
das de eliminar estructuras mds pequefias (microconidias) (190). Las esporas y
levaduras que 1legan al alveolo son endocitadas por el macrdéfage. E1 proceso
endocitico a nivel alveolar durante la interaccion macrofago alveolar-H. capsu-
Jatum parece presentarse de 4 a 6 hs, después de la infeccién, segiin se pudo es

timar por experimentos in vitro, en los que se observd la fagocitosis de parti-

culas que van de 3 a 10 micras de didmetro (levaduras, microconidias o fragmentos
de hifas). E1 indice fagocitico fue mayor en macrdfagos de animales previamente
inoculado con la fase levaduriforme del hongo (191). Al estudiarse ql proceso
fagocitico en presencia de protoplastos, paredes celulares y levaduras completas,
por macrofagos alveolares de conejo se vio que, tanto los macrdfagos de animales
previamente inmunizados como 1os no inmunizados, son incapaces de fagocitar pro-
toplastos, no asi levaduras, cuya fagocitosis aumenta en forma significativa en,
presencia de suero inmune y paredes celulares en el sistema (192). Una vez fago

citadas las esporas se inicia el proceso de conversi6n a 1a fase levaduriforme,
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proceso que es independiente de la capacidad de sobrevida e infectividad del
hdngo {193) y dependiente de la temperatura y de factores nutricionales (194).

Estudios realizados sobre la interaccidn del hongo y el macréfago in vitro de-

muestran que existe un tiempo de generacidn del hongo en el macrdfago, que va
de 11 a 24 hs. a 25-37°C (195,f96), asi como también se establece Ya existencia
de la inhibicion de la sintesis de proteinas en el hongo, fendmeno que estd en

i
relacidn con una disminucibn en su capacidad de proliferacién {197).

~e

Los sistemas microbicidas de las c8lulas fagociticas ante agresores micdti
cos, estdn dadas por la activacién del sistema de mieloperoxidasa en la destrug
cibn de H. capsulatum (198,19§,200). £l papel letal de esta enzima suele ser
mis eficaz sobre blastosporas que sobre microconidias. Méds adn, se ha reportado

que diferentes cepas de H. capsulatum presentan distinta susceptibilidad a la
mieloperoxidasa, fendmeno que estd en relacidn con los niveles de catalasa del
hongo, de tal manera que: a mayor cantidad de catalasas, mayor resistencia a la
1isis (201,202). Sin embargo, existen estudios que establecen que la presencia
de mieloperoxidasa o superbxido en el macréfago no determina la inhibicién del
crecimiento de H. capsulatum, lo cual sugiere 1a existencia de otros mecani smos
fungicidas en Tas células del sistema FMN (201). A1 respecto, exisien reportes
que establecen que la transferrina insaturada tiene la capacidad de inhibir el
crecimiento de 1a fase levaduriforme ocasionando deformaciones en la levadura

in vitro (203}, 1o que indica el posible papel de los radicales hidroxilo en es-
ta funcion (73,81).

Por otra parte, algunos autores reportan que el hongo es altamente resistep
te a la digestidn fagocitica, ya que encontraron que tanto macréfagos normales
como activados son incapaces de digerir levaduras de H. capsulatum (191,192,194,

197,205,20 ). Este fenSmeno es contrario a 1o que se esperaria de la capacidad
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defensiva de los macrdfagos, yo que, de ocurvir, determinaria una gran suscepti-
bilidad del huésped a la infecci6n, por falta en la resolucion del proceso infec
¢ioso. Evidentemente éste, no es el c;so. En contraposicion, existen trabajos
que establecen la capacidad de los macr6fagos para destruir levaduras de H.

capsulatum in vitro (208,209), siendo la dosis del hongo un factor determinante

de la capacidad de su superviviencia y del desarrollo y evolucign de la enferme-
dad. E1 mecanismo por el Eual el hongo a altas dosis seria capaz de evadir la
digestidn aln no se conoce. Ellhecho de que la infeccidon parece establecerse

en forma pasiva (el hongo.no parece tener capacidad para penetrar al macrdfago),
ya que el macrofago endocita al hongo y al hacerlo la célula se infecta, indica
que la infeccidn y la fagocitosis podrian considerarse, en este caso, como fend
menos indistinguibles uno del otra., En diversos tipos de relacion huésped-pard
sito se han descrito factores que modifican la adhesidn y la endocitosis, es de
cir, la infeccign intracelular. En el caso de H. capsulatum contra el macrSfa-
go, no se conocen factores que pudieran actuar negativamente; sin embargo, tal
vez podria considerarse que se establece un fenémeno inhibitorio cuando el hongo
se encuentra como protoplasto ya que se ha observado que en este estado se pro-
voca un menor atrapamiento; pero cuando el hongo Ylega a ser endocitado en esta
fase su digestién suele facilitarse (192). Lo adterior podria ser consecuencia
de la ausencia de carbohidratos de la pared del hongo. Parecen no existir mds
factores de este tipo, ya que no se ha demostrado que el hongo cuente con la ca

pacidad de producir sustancias antifagociticas.

A1 referirnos a los factores que pueden afectar positivamente la adhesibn-
endocitosis, citaremos la presencia de anticuerpos especificos y opsoninas deni
vadas del completo (210). Llos primeros pueden estar presentes en el fluido al-
veolar que difunde del intersticio y los capilares {IgG} en el individuo previa

mente expuesto, las-segundas posiblemente se instalan a consecuencia de 1a ac-
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cion de los anticuerpos ¢ por medio de la activacion de la via alterna por

otros microorganismos ¢ por el mismo hongo, ya que se ha encontrado, in vitro,
que las células de la fase 1evadurifoﬁhe viables y wuertas por formol, consumen
C3 en sueros de cobayos deficientes en C4 (204).  E1 hecho de que la pared ce-
lular de H. capsulatum y la histoplasmina contengan polimeros de manosa y ga-
Tactosa determina esta posibilidad; édemés, 1o anterior puede interpretarse co

mo un fendmeno de interds en la respuesta inflamatoria del huésped (204).

La diferencia de resultados, entre estos autores y los anteriores, parece
i
depender de las condiciones de cultivo y el manejo de los macrofagos: la incapa

cidad para destruir al hongo parece depender de las circunstancias que afectan

al macrbfago in vitro, ya que al semejar condiciones in vivo s se observa capa
cidad fungicida. Sea como fuere, al ser el macrdfago una célula terminal que
es transportada hacia las vias respiratorias altas, para después ser eliminada
por el mecanismo de deglucidn, se puede pensar que alin en el caso’'de que el mi-
croorganismo endocitado contara con mecanismos de evasidn de la fagocitosis que
le permitieran vivir en el macrdfago, terminaria siendo eliminado por el mecanis
mo antes descrito. Por lo tanto, cuando el organismo estd en condiciones de in
tegridad funcional la penetracidén de este tipo de microorganismo no seria un fe
ndmeno factible, mis aln en los casos en los que el pardsito carece de activi-
dad toxica (211,212) que le pudiera facilitar el ingreso por lesién de las célu
las del alveolo (macrdfagos, neumocitos). Sin embargo, ya que la penetracidn

de Histoplasma capsulatum parece ocurrir en todos los casos en los que existe

contacto con el microorganismo por via respiratoria (argumento que es apoyado
por 1a prevalencia de individuos histoplasmina positivos en las zonas endémicas)
parece importante determinar cuales son los factoes que controlan la dipdmica
de penetracifn. Ante este cuadro se pueden plantear diversas posibilidades, en

tre las que se encuentran: a) la presencia de factores concurrentes sistémicos
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y locales que afectan la capacidad defensive a nivel alveolar; y b) la enxisten

cia de trastornos en la defensa, inducidos por el pardsito en cuestidn,

Entre los primeros se puede considerar la presencia de fendmenos inmunosu
presivos permanentes o episddicos que alteran la capacidad del macréfago en su
diferenciaci6n, maduracidon o funcionamiento (fatiga, "Stress", malnutricion,
transtornos metabélicos y -endécrinos, cicrtos farmacos inmunomodulares, etc.)
(213). Asimismo, se deben considerar los factores locales que afectan al macrd
fago modulando la fagocitosis negativamente, ta) es el caso de: los virus respi
ratorios, la presencia de toxinas bacterianas, etc. (214,230), que en algin mo
mento pudiesen afectar la interaccion H. capsulatum-macréfago. Es de esperar
que tales factores al inhibir la actividad del macréfago en cualquiera de sus
fases, pudieran permitir la sobrevida, permanencia y reproduccidon del hongo, lo
que aumentaria sus posibilidades de penetracidon. Mis aln, si se produce citoli
sis del macréfago, la consecuente 1iberacién de enzimas lisosomales seria un fac
tor de disrrupcion de la arquitectura alveolar (independientemente de que ésta
pueda, ademds, ser alterada por los factores endégenos antes mencionados) cons-
tituyéndose, en esta forma, un mecanismo de penetracién a través de la barrera

pulmonar, altamente factible.

Sin embargo, el proceso infeccioso parece también presentarse en ausencia
de los factores mencionados. Esto indica que Ya interaccién entre H. capsulatum
y el macrdfago alveolar, en 105 sitios de intercambio gaseoso, tiene su propia
dindmica, es decir, que el macréfago de alguna manera es afectado en su activi-
dad fisioldgica o es modifica?o en su capacidad depurativa al interactuar con
e] hongo. Bajo este enfoque, es factible plantear tres posibilidades sobre el
papel del hongo durante su interaccién con el macr6fago alveolar: a) por un la
do se encuentra la posibilidad de que el hongo libere factores 17ticos o téxi-

cos con efecto citopdtico, 1o que ocasionaria dafio en la arquitectura del alveo
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To; b) la posibilidaq de que el pardsito cuente con un mecanismo de evasiGn
de la actividad del macrdfago que le permitiera sobrevivir ante la capacidad
microbicida de la célula fagocitica; c3 1a posibilidad de que el hongo pueda
modular ta actividad del macréfago o inducirlo a funcionar fuera de su normali
dad caracteristica. las dos Gltimas posibilidades se apoyan en aquellos repor-
tes que muestran que aunque el macrdfago presenta capacidad digestiva, aur
cuvando no se encuentra a;tivado(104); si fagocita H. capsulatum no se aprecia

destruccion del hongo (205-207).

-~

La primera opcidn (a) es un mecanismo de penetracidn habitual de otros mi-
croorganismos que son inhalados a través de las vias respiratorias; éstos al da
fiar la estructura alveolar, promueven su instalacidn en el medio ambiente inter
no. La posibilidadde que H. capsulatum, al igual que otros parﬁsitoé, pudiera
ser capaz de matar al fagocito, ocasionando dafio alveolar por la liberacidn de
enzimas lisosomales, no parece ser factible, ya que es evidente que' los pardsi-
tos intracelulares estrictos, en general no eliminan & su huésped (237). Aun-
que algunos datos muestran reacciones degenerativas de 1os macrdfagos infecta-

dos con este hongo in vitro (209), esta posibilidad puede descartarse si se con

sidera que este hongo parece no ser productor de exotoxinas ni de otros factores

Titicos (211-212).

La posibilidad de 1a existencia del mecanismo de evasién {b) tiene fundamen
to en los G1timos fendmenos reportados a este respecto en los diferentes tipos
de interacciones macrdfago-pardsito, y sobre todo con los pardsitos intracelula-
res. Se han demostrado diferentes mecanismos de evasion, entre 10s que se en-
cuentran: 1- fallas en el reconocimiento; 2- inhibicion de la adherencia y la
éndocitosis; 3- inhibicién de la quimiotaxis; 4- evasién del fagosoma; 5- inhi-

bicidn de 1a fusidn fagosoma-lisosoma; 6- muerte del fagocito; 7- niveles bajos
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de componentes del complemento; 8- incorporacién del pardsito a la membrana ce

Tular (215-?28).

Todos estos mecanismos han sido estudiados ampliamente y cuentan con evi-
dencias especificas, tal es el caso del mecanismo de evasién del reconocimiento
el cual determina fallas en la captacién de antigeno, por parte del huésped.
Los pardsitos que ejemplifiéan satisfactoriamente este fenimeno serian Schisto-

soma mansoni y C. celulosae. E1 primero, una vez que adquiere las caracteristi

ca;-del estado adulto, presenta determinantes antigénicos propios de los eritrg
citos en su superficie, tal es el caso de los determinantes como los A,B,H, y
Tos Lewis (214). Asimismo, el segundo se rodea de proteinas del huésped lo que
impide su reconocimiento (215). La inhibicidn de la quimiotaxis se presenta en
infecciones por M. tuberculosis siendo el factor "cuerda” el responsable de in-
hibir este fendmeno (216). Se ha establecido que ciertos microorganismos pueden
inducir 1a inhibicidn de la quimiotaxis alterando el estimulo quimiotdctico o
inhibiendo directamente la movilidad de la célula fagocitica; refiriéndonos al
primer caso tenemos a P. aeruginosa que elabora una proteasa (elastasa) que ac-
tia sobre C1,C3,C5 y C8 solubles y sobre Cliy €3 asociados a la célula, determi-
nando la existencia de un estimulo negativo por parte del microerganismo para ac
tivar el sistema del complemento, tanto por la via cldsica como por la alterna
(219). Asimismo la disminucion en los niveles de los componentes del complemento
puede ser el resultado de la accidn de proteasas y endotoxinas que son liberadas
por ciertas bacterias (229,230,156), 1o gque traeria como consecuencia una dismi-
nucidn en 1a disponibilidad de €3 que es un compenente indispensable para el pro
ceso de fagocitosis bacteriana. Lo anterior se apoya en estudios con sueros de-
pletados de complemento por inactivacién con calor (231-232) EDTA (233-234), por
tratamiento con veneno de cobra (235) o con anticuerpos anticomplemento (236).

E1 mecanismo por el cual C3b unido a 1a superficie de un microorganismo invasor
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pueda ser un factor critico que influya en la fagocitosis del wisme, ain no seco
noce. Apoyando la existencia de 0rgani§mos que inhiben directamente la movili-
dad de 1a c&lula fagocitica encontramos el caso de E. Hystolitica cuyo efecto

se cree que es el resultado de la presencia de un factor termoldbil dializable
capaz de actuar sobre los monocitos humanos (229). La inhibicién de la adheren
cia y la endocitosis estd ejemplificada por la existencia de ciertas bacterias
cuyas cdpsulas les confieren propiedades antifagociticas, fendGmeno que estd en
relgcidn con su alto contenido de polisacdridos, tal es el caso del estreptococo
del grupo A (221). 1 fendmeno de evasién del fagosoma se presenta al existir
una infeccion intracelular real {es decir cuando el microorganismo invasor se en
cuentre en el citoplasma celular) ante la cual la célula fagocitica es incapaz
de vaciar su contenido 1isosomal en su citoplasma ya que de hacerlo se autodes-
truye. T. cruzi (224) y M. bovis (225) son ejemplos cldsicos al respecto. Por
otro lado, se ha visto que la capacidad de diferentes microorganismos virulentos
para escapar de la digestibn de las células fagociticas estd en relacién con su
capacidad de permanecer en el fagosoma, inhibiendo la subsecuente fusidn con el
lisosoma, como sucede durante la infeccitn por M. tuberculosis vivo (226), sien
do Tos responsables de este fendmeno algunos sulfatidos que se encuentran en la
pared del bacilo (glicopéptidos de trealosa) (228f. La incorporacion del pardsi
to a la membrara celular y la consecuente instalacién de la infeccidn intracelu-
lar queda ejemplificada en ciertos virus que tienen la propiedad de penetrar en
la célula huésﬁed fusionando su envoltura a la membrana plasmatica de la c&lula
blanco, estableciéndose de esta manera la infeccidn; un ejemplo cldsico o cons

tituyen los paramixovirus {Sendai) (90).

Para H. capsulatum no se ha descrito ningin fendmeno de evasidn, sin embar

go, el hecho de que sea posible observar al hongo después de varias horas o dias

de ser endocitado (209), sugiere esta posibilidad. Recientemente han surgido
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ciertos datos que son compatibles con la pouibilidad de que H. capsulatun inte-
gro tenga la capacidad de inducir la inhibicidn de la fusidn fagosoma-1isosoma
(209). En ese mismo trabajo se reportan micrografias gue pueden ser evidencias
a favor de la presencia de las levaduras en el interior del citoplasma. Esto
podria constituir un proceso de perpetuacion de la infeccidn, asi como formarpar
te de la fenomenologia presente durante los pasos jiniciales de la infeccidn.
Apoyando 1o anterior, Dumont (208), establece la existencia de dos tipos de va-
cuolas fagociticas duranie la interaccidn macréfago-H. capsulatum: por una parte,
vacuolas cuya membrana fagosomal se encuentra adherida a la levadura y que pare-
cen no disponer de fosfatasa dcida, en su interior el hongo parece conservar su
integridad, fenGmeno que podria éer el resultade de Ta ausencia de fusidon fago-
Tisosomal; el segundo tipo de vacuolas es de dimenciones mayores y presenta en
su interior una o hés levaduras en diferentes grados de digestién, asi como fos
fatasa dcida, estableciéndose en este caso 1a fusién del fagosoma con el Tisoso
ma. Lo anterior podria estar en relacion con Yo que pudiera ser un mecanismo de
evasifn de la fagocitosis dosis dependiente y, al parecer, altamente compatible

con el establecimiento de la histoplasmosis.

La tercera posibilidad (c) alin no ha sido explorada y su estudio parece
ser pertinente ya que se sabe H. capsulatum produce y libera diversas sustancias
al medio ambiente, las cuales solo se han estudiado como antfgenos o inmundgenos.
Es razonable pensar que estos productos contengan sustancias moduladoras, las
cuales le confieran al hongo ciertas ventajas en su relacién con su huésped cely
Tar inmediato el macréfago. Esta posibilidad seria un factor determinante para
su penetracion e instalacién. A1l ser el macréfago alveolar una célula terminal

“cuya funcién es la eliminacidn de agentes tdxicos a través de la digetion y el
arrastre al exterior de las particulas inhaladas, es posibie gue alteraciones en

su funcionamiento influyan en forma importante en la instalacifn de la infeccién
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pulmonar histop1a$mésica. La posibilidad de que ésto sea inducide por los produc

tos del hongo se explora en el trabajo que se expone en la siguiente parte,
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EFFECTS 'OF HISTOPLASMA CAPSULATUM PRODUCTS ON THE
FUNCTIONAL ACTIVITY OF ALVEOLAR MACROPHAGES



ABSTRACT. fThe possibility that Histoplasma capsnlafton may induce modifications
in the functional activities of alveolar macrophages through products of either
secretion or lysis was examined. Distinct amounts of histoplasmin (HP), the
filtrate of cultures of #. capsulatum, were added to monolayer cultures of
al¥Veolar macrophages of Wistar rats and the effects of the filtrate on the
viability, the ingestion rate, random migration, adhesive properties and
microbial killing capacity of thc.macrophngcs were cvvaluated. Phis product did
not produce cleaxr cytotoxic or cytopathogenic effects at any dose tested, The
endocytic rate was enhanced when HP (0.2 Jg) was added to cultuves (15 X 10°
adhered cells). This effect was due to the recruitment of non-phagocylosing
cells to the endocytic activity. &alveolar macrophages that had remained non-
adherent after 3 h of incubation adhered to glass slides after HP was added

to the medium. Dose-dependent inhibition of random migration of mscrophages
was produced with addition of HP., However, the microbial killing capacity

was not modified significantly at any dosc of the H. capsulatum product, The
possible role of these effects as a part of a wechanism of evasion of non-
inmune defenses of the host in the early stages of respiratory infection

produced by this fungus is discussed.

Key words; Alveolar macrophages - H. capsufatum - listoplasmosis ~ histoplasmin-

pulmonar macrophages.
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INTRODUCTION.

The first step in the pulmonary ipfection caused by the intracellular
fungus Mistoplasma capsulalum, after the spores have been inhaled and have

reached the alveoli, is their encounter with alveolar macrophages (27).

These host cells are able to take in, digert and carry away all phagocytosable

particles that have made contact with the alveolar wall (25). If the

inhaled particle is Loxicpgcnic in nature, any consequent damage to the
alveolar architecture and cells may lead to the penetration and the
installation of such a particle in the lunge interstitium, thus inducing
Inhflammation (13). 1TIn the case of non-toxicogenic microorganisme, the
mechanism responsible for these initial steps of the infection (colonization,
penetration, and instalation) have not been clearly cxplained, since alveeolar
macrophages should be caﬁub]c of eliminal ung all these microbial agents,

Even when these organisms are capable of survival within the wacrophages,
normal mechanical cleavance capacity of the alveolar macrophayes should

with intact host defences be able to remove all invading organisms, so that
these parasitic cells can not penetrate and install themselves in the

host (8,9). .

Histoplasma capsulatwm is a non-toxicoyenic intracellular fungus (19),
{20) that produces and secretes various substances which seem to have
been studied only as antigens or immunogens (20, 23). It is reasonable to
think that some of these products play a role in the biology of the host-
parasite relationship. fThe interaction between the alveolar macrophages
and the fungus is a crucial step in determining whether the fungus will be
eliminated or will penetrate, thus starting an infectious process,
regardless of the subsequent production of mycolic discase or only active
imnunization.

In this study, the ability of some products of the funéus to modify
alveclar macrophages function, as a wmean tu evade the host defence,
was examined. Products obtpined from the culture filtrate of H. capsulatum
were studied to test if these products were able to modify some functional

activities of rat alveolar macrophages in niiro.

84



MATERIALS AND METHODS

Aninals

Male Wistar rats weighing 150 to 180 g were obtained from our animal

colony and were mantained on Purina pellets and water ad Libitum.

H. capsulatum phroduc.ts

The culture filtrate of the mycelial phase of H, capsulatum, strain
58028, grown in a chemically defined medium (21), was kindly supplied by
Dr. Ludia Taylor irom the Depariment of Human Ecology, National University
of Mexico. This product, named histoplasmin (HP), was prepared as described
elsewhere (21) and was dialyzed extensively against phosphate-buffered salined
(PBS), sterilized by membrane filtration (Millipore Co., Bedford MASS),
diluted in lank's balanced salt solution (HHSS) wnd stored at 4°C until used.

The protein content of HP was determined by the method of Lowry ot al. (14).

Since the culture medium contained only low molecular weight substance

[salts, sugars and aspavragine (21} ] which were eliminated by dialysis,

1BSS was used in control samples.

Cells and culture cond{fions

Alveolar macrophages were obtained by bronchoalveolar lavage with PBS
containing 0.02% cthylenediaminotetracetate (EDTA) according to the technique
described by Stuart ef al.(22). The cells were washed three times by centri-
fugation at 300 x g in PBS and were then resuspended in culture medium (RPMI

1640 medium, supplemented.with fetal calf serum, and penicillin, 100 units/ml;
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all fgom GIBCO Laboratories, Grand ]slqnd, ltew York). The cells were
incubated (37°C ; humified 5% coz—air) in flat-bottom glass tubes each
containing a circular glass coverslip to allow the cells to adhere.

The number of adhered cells varied in each experiment (5 to 6 x 105); 500
Yl of culture medium was used per tube. After 3 h in eculture, non-adherent
cells were removed by washing the monolayer with culture wmedium. The
remaining adherent cells were cultured in the conditions required for each
study in the prescnce of different amount of HP at a final voluwe of 25 yl
per tube. Cell viability was determined by trypan blue dye exclusion. The
percentage of recovered cells after culturing with HP was calculitted as the

difference between the muber of cells attachid to Lhe slide Lefore and

after incubation.

Macrophage function studics

The endocytic capacity of alveolar macrophages was studied by adding
to the macrophage monolayer 50 Ul of a suspension of live yeast cells of
Saccharomyces ccncuiﬁ@ga {Z~37, Tooper Lansicr Ltd. Méxice) in vuﬁs at
a yeast-macrophage proportion of 10:1. After the cultures were incubated
for 1 h, the slides were washaed with HBSS to eliminate the non-ingested
yeasts, and were then stained with Giemsa Dve for microscopic cbrervation.
Af least 300 macrophages were counted in cich determination. The ingestion
rate was evaluated by determining the numher of veast cells cengulfed by
each of 100 macrophages (phagocytic index), the Lurccnlngu of mecrophiges
vhich contains engulfed veast cells, and Lhe nanboyr (mean) of veasts

engulfed by each macrophage.

The adherence capacity was evaluated by determining the percentage
of alveolar macrophages that remained attached to the glacs slides after
1 h of incubation under culture conditions. ‘'This percentage was determined
by conunting the macrophages which were in the supernatant after incubation.

These cells were counted by microscopic chservation in hemocytometer
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after first fixing the cells with 5% glutaraldehyde (Eastman Kodak N.Y.)

and then staining them with crystal violet dye. Contaminating cells

(lymphocytes, polymorphonuclear cells and erythrocytes) were excluded from
counting by morphological criteria. The difference between the total
nuimber of plated macrophages minus the non-adherent ones allowed us to
estimate the percentage of adhesion. In some cxperiments, the incubation
was performed in the pyesence of EDTA at varied concentrations.

The random migration capacity of alveolar macrvophages was assayed by

using the microdroplet technique (1), which is used for determining migration
inhibitory factors, with some modifications. In brief, adhuerent macrophages
were deteched from large plastic Pelri dishes (Falcon Plastics, Oxnard, CA)
with a rubber policeman and concentrated by centrifugation at 300 x q.

Five Nl of the pellet wore resuspended in % Bl of 1% aoarese which was
prepared by mixing, when hoth solutions were at 40°C, cqual volumes of

2% agarose (Sigma. Chemical Co., St. T.ouis, MO) which had bheen dissolved
in boiling diétjllcd water and culture sedium (2x). One 111 of this
suspension was placed on the bottom of the wells of cul;uru plates (Falcon),
.allowed to settle, and then 100 Ul of culture medium was added to each well,
The plates were incubated for 15 h under culture conditions. After this
time, the supernatant of cach well was carefully removed and the remaining

adherent material was stained with Gicmsa dye. The cells that migrated

from the gel droplet to the wall of the well ih four directions were counted.
This value was compared with the controls in which HP had not been
added to the medium. The distance of migration was not used as parameter

because the front did not vary with respect to the control.

For the microbial killing test, alveolar macrophages which had been
cultured in flat bottom tubes in the presence or absence of HP for 1 h
{without penicillin) were washed and added to 50 yl of a suspension of
1 x 107 viable Staphylococcus auieus (strain 502 a) in HBSS. The mixture

was incubated for 15 min and then washed thuroughly to remove non-jngested
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bacteria., Thereafter, the monolayer was re-incubated for cither 5, 30 or 60

min, After cach period of incubations the phagoceytic cells were killed by

sudden tempcrature change (37 to -70°C) (26) and aliquotes of the whole ly-

sate were seeded onlo nutritive agar plates. The number of bacterial colo-
nies were counted after incubation (37°C; 24 h). The results were cxpres-
sed as the percentage of colonies counted abt cach time with respect to the

nunbexr of colonies at time 0 (100%).
Statistical aalysis

Lifferences in viability and in the endocytic capacity between control
and experimental values were determined by the Student T test for indepen-

dent samples (15). A )2 value of 0.01 or less wore considered significant,

RESULTS

The possibility that, in the culture riltrate of . ewpsulatum, there
may exist some cylotoxic or c¢ytopathogenic products wiag cxemined by measur-
ing the viability of macrophages (5 x 107 wihered cells per tube) cultured

in the presence of HP. Figure 1 shows that at high concentrations of HP

the viability decrease with the time as much as 25% with ruspect to control

values. These values differed significatively only at 2 ug at 48 h.

~In ad
dition, the percentage of cells that rrmained dttached to the glass.slide
after 48 h incubation with the differenl .mounts of WP was greater than 95%

in all the cases., Therefore, cell destruction or detachment did not appear

to be an effect of this substance.

Since after 12 h, the percentage of viable cells appeired to romain
stable at cvery dose, at least until 40 h, a clear toxic effect could not
be established. Nevertheless, the experiments measuring the functional
activity were carried out in the presence of different concentrations of

HP to test for a duse dependent response in each case. By microscopic

88



AMOWNT OF HP

- >
=
-
@
T 50
=
w
o
e .
e o R e A
02 114 u 48
TIME (hs) OF INCUSATION IN CULTURE CONDITIONS
Fig. 1. !

Effect of HP on the viability of 13t alveolar smac:ophzges during two
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89




observation, cytopathic changes were not found at any dose,

The effect of HP on the adhevence prapurty of alveolar macrophages
was examined by ‘determining the percentaue of wacrophages  in the suspen-
sion that had adhered to glass glides in the presence of different amounts
of this substance after '3 h of culture. Fiqure 2 shows that an incrcase
adherence was obtained, 1n the vontrol, 39,64 2.7% (S.E.M.) of the plated

~_macrophages remained non-attached. This adherent prowmotor effect lead to
alwost all the non-adherent macrophaaes beceming attached, ht 2 jg of HP
per culture, a small decrease in this effect was observed. 1In order to
obtain information about the nature of the molecules involved in this in-
creased adhesivenuess, the vole of divalent cattons was examined.  Thercfore
the cultures were incubated in the presence of EDPA and HP at different con
centrations. Ficure 3 shows that the chielating agent inhibited adherence.
This inhibition was dose-dependent and affccted cven Lhe  adleren o wiich
had been enhanced by B,
. !

The randor miqration capacity was drastically diminished in the pres-
ence of NP (Fig, 4). This decrease correlated with the ancunt of 0P added
to the cultures,

Figure 5 shows the modifications in the ingestion rate of alveolar
macrophages in the presence of diffcrent concentrations of HP in the cule
ture. An ephancewent of this activity, waximal at 0.2 1rg pey culture (5-6
X 105 adhered cells), was found; at higher concentrations of 1P, smaller
increments were observed. This enhancewent in the phagocytic index (Fig.
Sa) was due to the increment in the poereentage of engulfing cells (53% in
controls; Figure 5bh) rather than to an avawentation in the cndocytic
capacity of the ingesting cells. The nunber of ycast cells taken in by
each phagocytosing alveolar macrophage fncreased slightly and non-signif-

icantly at 0.2 pg of UP per culture (Fig, 5¢).
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The bacterial killing capacity in the presence of Hp, determincd in
vitro, did not show significant difference with respect to the control with
ocut HP, regardless of length of incuﬁation (Fig. 6). The results expressed
as percentage of rcduction with respect to the time 0, eliminated the varia

tions expected in the increase in the phagocytic index, when the cells were
stimulated by HP. .

. DISCUSSION
- In the absence of a defined toxicogenic action, a possible mechanism by
which M. eapsulatiwn penetrates into and installs itself in the lung intersti
tium is that this microorganism may produce a'biologjcally active substance(s)
that may give an advantage to the parasite over its cellular lLiost. In order
to explore this possibility, we tested the effcct of histoplasmin on the
functional activity of alveolar macrophiges. Since spores are the infective
particles and are formed directly from the mycelium, we used histoplasmin
produced by the mycelial form. We felt that this product was a good condida
te since an individual infected with J. capsulatum produces antibodies that
react with components of HP (20,23), shopying that molecules nre.being produ

ced and released by this fungus during the host parasite interaction in vivo,

Results showed that in the products of secretion and lysis obtained

from cultures of this fungus there exist(s) (a) substance(s) that was (wexe)

able to modify the functional activity of alveolar macrophages in vitro
A clear deleterious {cytotoxic or cytopathic) effect by HP on macrophages
could not be established. Therefore, the lack of toxicogenicity as reported
elsewher (19) appears to be confirmed. However, the slight decrease in
viability of cells in correlation with the amount of HP added to the culture

remains to be explained. One possibility is that some products of autolysis
of histoplasma may have a certain toxicity on the cells studies. This last
possibility was suggested by the degenerative changes found when mononuclear

cells are cultured within living H. capsulatwn cells (2) or by
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the damage detected in macrophages after phagocytosis of this fungus (6) .
Nevertheless, in this study, the functions were measured in relation to
the dose of HP used. Therefore, this toxic effcct may explain the diminu-

tion of certain activities at 2 pg/culturc of HP,

The adherence promotion effect on cells which inh control culture re-
mained unattached indicated that this product was able to provoke non-in-
hibitory changes. As shown in figure 2, this effect appeared to be direct
“ly felated to thé dose of HP up to 0.02 ng; at higher doses, this promotor
effect clearly decreased, This fact may he related with the slight de-
crease in cell viability detected at this dose, thereby indicating the

. existence of a certain cytotoxic effect:. Since this effect could be re-
verted by EDTA it appeared that HP induces the production {(or cxpression)
and the activity of the surface molecules which are xesponsible for the ad

hesive properties of macrophages and use divalent cations as cofactors (3},

The diminution in the random miqration capacity, even at nom-toxic
doses, could be associaﬁed with the jncreased adhesiveness of alveolar macro
phages, The nature of the inhibition of the macrophage mobility appeared
to be different from that of lymphokines, such as the macrophage migration
inhibitory factor (MIF), because the distance of migration was not modified.
In this study, the number of cells that succeededin oxiting from the gel

droplet were reduced.

The induction to endocytic activity in the population of cells that
under normal conditions are non-phagocylousing (at least in the first hour
of culture) also differed from the effect exerted by other factors (such
as lymphokines) which activates the metabolic capacity of macrophages such
that a higher mmber of particles are cndocytosed by each cell. Therefore

in the case reported here, -a recrujtment ©f alveolar macrophages to the en

docytic activity appeared to be the final effect.

i, capsulatum cells were not used as the target cells for evaluation

.
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of the endocytic and the bacterial killing capacily in these experiments,

because we thit it is possible that whole /. capsulatwn may contain ad-

diticnal component which may further modify the parameters that were heing

neasured in the work. In this regard, results from experiments in which

the whole fungus was used, indicated that the intracellulay infection in
vitro provoked other additional modifications in the activity of the nacro

phage (Castro A.M. and Carvajal R.E., manuscript in prepaiation).

Whether these effects occur in viro by release of the products either
in the attack or during the infection is a central and very interesting
question at present. Although it is difficult to know if the concentra-
tious (0.02 - 2 ug/culture; 0.1 - 10 py/celll used in this in vitro model
correspond to that present in each macrophage during the intracellular in-
fection, it is possil.le that these effects may be relevant to palhogenesis
when the dose of the infecting agent is sufficient and their products

raised to the adequate levels. This is consistent with the fact that

there is a linear corvelation between the cffects and the amount of the
products. Likewise, this idea iIs in line with the relationship hetween
the infective dose and the development of either a pathogenic érocess or an
active natural immunization only. Therefwe, the modifications found here
could be interpreted as the mechanismg by which the fungus evades the first
step of the host defense. The enhanced adhesion and the inhibition of the
mobility might impair migration of the macrophages from the alveoli. The

enhanced endocytic activity may be the factor that promotes an increase in

gestion of the Fungus which in turn, prowotes intracellular infection. In
addition, it has been reported that normal macrophages cannot kill histo-
plasma cells (10,11); it it is true, an intracellular proliferation and
thereaftexr colonization of the alveoli wmay be expected as a consequance of
the intracellular infection. All these effeuts could facilitate penetra-
tion by retention of infected macrophages in the alveoli, which are known
to release toxic oxidizing products and hydrolytic enzymes, thereby produc-
ing destruction of the alveolar wall and the initiation of the pneumonic in

fection (4). In fig, 6 we propose a model of macrophage modulation by micro

bial products leading to penetration of microorganisms to lung interstitium
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across the alveolar barrier. “These events vemain to be established by

experimental models in vivo,

Similar effects have been found for huwnan blood monocytes in the
presence of mycobacterial products (7,12). These effects on adherent
cells have been associated with immunosuppressive phienomena. 1In the case
reported here, this association is worthy of examination, considering both
the adherent cell-mediated immunosuppressive phenomena that occured during
histoplasmosis (%,16,24) and after administration of HP in experimental
animals {(18) and that suppressive effects have been assigned to alveolar

macrophages (17)
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS

El andlisis de la informacidn revisada permite hacer una sistematiza

cidn conceptual de la dindmica de la relacidn huésped-parisito en los pe-
riodos iniciales de la infeccion por Histoplasma capsulatum. De esta mane
ra, se pudo disociar el estudio de los componentes de dicho proceso, con-
siderando que &ste es el producto de la interaccion de por To menos tres

"y la célula blanco, el macréfago.

Lo anterior conduce a considerar que las caracteristicas anatomo-fisio
18gicas del alveolo brindan un wicroambicnte peculiar a los protagonistas
del choque {H. capsulatum vs. macréfago). La elevada presién parcial de
02, 1a ausencia de nutrientes propios de los espacios tisulares, el sustra
to de adhesidn de los wacrdfagos y el hecho mismo de que esta célula se en
cuentra fuera del medio interno hacen que dicha interaccidn posea caracte-
risticas especialmente interesantes y dignas de estudio. Si se considera
que la consecuencia natural de esta interaccidn es la eliminacifn del agen
te infectante, la induccidn de la respuesta inmunoldgica y/o ta infeccidn
no deberian llevarse a cabo, dadas las caracterfsticas antes mencionadas.
Sin embargo estos dos Gitimos fendmenos sobrevienen a la 1legada de 1as
esporas de H. capsulatum, a pesar de la capacidad microbicida y de arras-
tre del macrdfago. Lo anterior 1leva a pensar que 1a penetracion microbia
ma es un paso crucial en la determinacidn de los eventos subsiguientes. Es
te proceso es, ademds, doblemente relevante si se toma en cuenta que tal
microorganismo, de manera similar a otros que carccen de actividad toxicegé
nica, no tiene mecaniswos activos para 1levarlo a cabo. Por tanto, eluci-
dar 1a penetracion microbiana por via alveolar en una infeccidn como ésta,

es de esperar que permita entender aspectos fundamentales de la relacidn
huésped-pardsito.

Parece razonable pensar que al liberar este microorganismo productes |
en su microambiente, éstos tengan alguna funcidn bioldgica en favor del pa
rdsito y no sean solamente moldéculas que lo identifiquen ante Tos estudio-
sos de 1a inmunologia. Una manera de abordar el estudio de la participa-
cién de estos productos en el proceso de penetracidn estd dada por la ob-
servacidn de sus efectos sobre las células defensivas alveolares. Los re-
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sultados de tal estudio muestran que H. capsulatum es capaz de modular la
capacidad funcional de los macrdfagos alveolares in vitro a través de ma-
teriales Jiberades. £sto sugiere que este microorganismo, sin tener una
actividad toxicogénica definida es capaz de promover sy penetracifn a los
tejidos a través de la infeccién del macréfago y de la inmovilizacibn y
retencitn de &ste en el sitio de penetracién. FEsto conduciria, a la lar-
ga, a 1a lisis y a la disrrupcion de la arguitectura alveolar por parte

del macrdofago. De esta forma, el microorganismo se instalaria en el wedio
ambiente interno y el desencadenamiento de la inmunizacién o de la infec-
cidn solo dependeria de la dosis o carga microbiana y de 1a ‘capacidad in-
gunoldgica del huésped.

. Existen otras infecciones que comparten ciertas caracteristicas con

1a histoplasmosis, esto es: la naturaleza intracelular del pardsito, su fal
ta de actividad toxicogénica la utilizacién de la misma via de penetracidn,
la capacidad de induccidn de lesiones del tipo granulomatoso, la presencia
en el microbio de una pared resitente a la lisis por complemento, el hecho
de que solo la immunidad celular es la responsable de la defensa y que la
humoral no ticne parlicipacidn sine que, por el contrario, parece ser promo
tora de la supervivencia del agresor, etc. Entre estas infecciones se pue-
“den citar a las causadas_por Cryptococcus neaformans (241) Mycrobacterium
tuberculosis (242) y otros {243). Todo esto permite asumir que el wecanis-
mo de penetracidén propuesto en este trabajo pudiera también participar en
las infecciones citadas. Por tanto, parece importante acumular mds eviden-

cias sobre esta posibilidad. Entre las estrategias mds pertinentes parece
estar los estudios in vive, tanto por via inhalatoria como por via parente-
ral, siguiendo a esto el estudio sistémico y regional de las funciones de
tos ﬁacréfagos.

De 1a misma manera, se deberan confirmar las conclusiones de este tra-
bajo mediante experiementos in vivo que incluyan la inoculacidon de H. capsu-
latum yfo sus productos seguida de la wedicidn de la actividad del Sistéma
Fagocitico Mononuclear. Finalmente se proseguiria con el ais]amientg de la
molécula o moléculas responsables de tales efectos.
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