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RESUMEN 

Los eventos Involucrados en ta fagocftosfs de la fase levadurffonne 

de Hfstuplasma caesulatum se conocen poco. En este trabajo fueron estudf,! 

das la cinética y ta part1cfpacf6n de los receptores Fe en la fagocftosfs 

de este hongo. Las células levadurffonues se incubaron a 37°C durante 

30 1 con antfcuerpos de rat6n antf-Hfstoplasrna (IgG totales, JgG1 , IgG2a 

e Jg~b), Tambfén se ut1lfz6 lgG nonnal como control. Antes de pen:litfr 

Ta fngestf6n a 37ºC, Tas levaduras opsonfzadas fueron lavadas varfas ve­

ces, ajustadas a una relacf6n de 5:1 con respecto a tos macrófagos y col.Q. 

cadas entonces sobre una monocapa de macr6fagos de la 1 fnea J774.2. Se 

pennftf6 la adherencia a 4°C durante 1 hora pdra sincronizar la fngestf6n 

del fn6cu1o. La movflfzacf6n de receptores Fe durante el proceso se ob­

serv4 por tres mftodos distintos: Ja fodfnacf6n (1251) enzfm.§tfca de las 

protefnas de membrana, una prueba de ELISA tra'.ldfffcada y por células fo~ 

doras de rosetas. 

Nuestros resultados mostraron, cuando se emplearon JgGs especfffcas, 

una desapartcf4n crftfca de receptores Fe de la superficie del macr6fa90 

a los 15 1 de 1nfeccf6n. 

Se detectaron diferencias en ta cfnétfca al emplear levaduras vivas 

y muertas. siendo mis lenta la fngestf6n de las vivas. Observamos también 

un aunento de receptores, con los tres métodos, en los tiempos m6's largos. 

Estos hallazgos sugieren una Importante partfcfpacf6n de los recepto­

res Fe en la fagocftosts den. capsulatum y establecen diferencias en la 

fnteracct6n de las levaduras con los macr6fagos. 
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INTRODUCCJON 

, La fagocftosfs es el proceso mediante el cual las c~lula.s eucarfotes t.n. 
gferen partfculas o elementos solubles en el medio. Es la fomta de aliment_! 

cf6n de organismos unicelulares tales como las amibas, capaces de ingerir 

grandes partfculas rode!ndolas con la membrana celular y fonnando vacuolas 

que se fusionan con los lfsosomas. Estos contienen en su interior enzfCMs 11 

ticas capaces de digerir las partfculas, pasando los productos del proceso 

digestivo al cftosol para ser utilizados como nutrientes. La mayorfa de las 

células de los organismos pluricelulares son incapaces de tngertr partfculas 

en fonna eficiente. dejando esta tarea a dos tipos de c~lulas especializadas: 

los leucocitos poltmorfonucleares (PHN) y los maicr6fagos. Ambas pobl11ctones 

ut111zan b&stcamente el mfs!TIJ mecanismo de ingest16n que las amibas, encarg&.!1 

dose de la defensa contra microorganismos invasores y los macr6fagos eliminan 

células daftadas o envejecidas. Durante mucho tiempo se asignaron a los macr6-

fagos exclusivamente estas funciones pues su relac16n con el aparato inr.iune 

se describi6 m.Ss adelante. 

La historia del conocimiento de los fagocitos mononucleares se asocia or! 

gfnalmente a h1st61ogos tales como Von Recklinghausen {1863), Ranvier (1900), 

Marchand (1898), Ziegler (1890) y Gravitz (1890). Sfn embargo fue Hetchnikoff 

(1905) quien comprend16 plenamente sus capacidades y también quien relacton6, 

en estudios comparativos, las funciones fagocfticas de los amebocftos de meta­

zoar1os con los macrt'ifagos de vertebrados. Asimismo sefta16 su Importante par­

tfcfpacf6n frente a los agentes infecciosos y otras fonnas de estfmulos 

fnfl111atorlos. Posteriormente Goldman (1909}, Tschaschfn (1913} y Ktyo-

no (1914), empleando métodos con colorantes vitales, ampliaron estas observ~ 
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ciones y mostraron la abundancia de estas células.su amplia dtstr1buct6n 

y su localizactlin tisular, llegando al concepto de un "sistema" de células 

de localtzact6n ubtcua. con similitudes funcionales que Aschoff,en 1924 

denomtnO "sistema retfculoendotelial". En la actualidad se acepta en la 

nomenclatura bajo la destgnac16n de "sistema fagoc1ttco mononuclear" {l). 

La clasiftcaci6n y aislamiento de poblaciones homog6neas de fagocitos 

mononucleares ha sido dtffcil por lo que sus propiedades metabOlicas y fun 

cionales permanecieron oscuras durante largo tiempo. Con técnicas ctto16g! 

cas y bioqufmtcas actuales, se ha podido avanzar en este campo si bien si­

guen existiendo tncógnttas por resolver. 

El origen y destino de estas células se ha podido dilucidar gracias a 

estudios cinéticos cuidadosos, empleando timtdtna trtttada, rastre!ndolas 

desde que son células estamtnales en mledula Osea, hasta que se diferencian 

en macr6fagos y se ubican en diferentes sitios donde ejercen sus funciones 

bajo diversas denominaciones (Cuadro 1). 

El témtno "macr6fagon ha sido usado genéricamente para denominar a 

una amplia variedad de células fagocfttcas localizadas en diferentes teji­

dos, que si bien derivan de un precursor hematopoyéttco común y presentan 

algunas caracterfsttcas semejantes como abundantes ltsosomas, receptores 

para la porctOn Fe de las trmunoglobulinas y el tOllPOnente c3b del comple­

mento, funcionan de manera diversa segCin haya sido su historia tndtvtdual. 

En la actualidad existe una cierta tendencia a llamarlas: "células presen­

tadoras de antfgeno", '"macr6fago activado", "macrofago cttot6xtco'", etc. 

(2, 3). 

La capacidad que poseen los macr6fagos de tngertr moléculas tanto sol!!, 



CUADRO l 

SISTEMA FAGOCITJCO HONONUCLEAR 

Célula estamfnal 

Promonocf to 

lt>nocfto 

Macr6fago: 

M~dula 6sea 

Sangre perffErfca 

- CElula de Kupffer ----- Hfgado 
- Macrdfago alveolar Pulrn6n 

Jlfstfocfto -------- Tejfdo conectfvo 
M~ula 6sea 

- ~crllfagos ffjos'y libres -- Bazo 

Macr6fagos pleurales Y per! _ Cavidades 5 a 
toneales eros s 

-~lulas de langerhans Pfel 
Mfcroglta Sfst8!111 Nervioso central 
Cflulas epftetfotdes Y ___ Granulomas 
gigantes 



bles como partlculadas es tan grande, que ello los diferencia del resto de 

las células fagocttfcas, incluyendo a los PMN, ya que son capaces de inge­

rir un espectro mayor de moléculas, como partfculas menores de 0,1 µo mo­

l~culas solubles a través de receptores (l}. 

Aunque se sigue empleando el ténn1no fagocitosis para denominar al fe 

n6meno mediante el cual una partfcu.la es ingerida y digerida, actualmente 

existe el consenso para denominar fagocitosis exclusivamente al proceso de 

ingesti6n, llam!ndose a los eventos posteriores por separado: fus16n fago­

soma-lfsosoma, dtgest16n y exoc1tosis. 

El proceso de 1ngest16n de partfculas se divide en dos fases: la pri­

mera se denomina adherencia y comprende un grupo de interacciones, epecff! 

cas o no, de la partfcula ·con la superficie externa del macr6faqo, Es un 

proceso pasivo de tipo un16n receptor-ligando, que no requiere gasto de 

energfa. La segunda es propiamente la introducción de la partfcula e tncl.!:! 

ye.fust6n de la membrana a su alrededor con la consecuente fonnac16n de 

una vacuola fagocfttca o fagosoma. Esto es ya un fenómeno activo, con de­

pendencia de la temperatura y con un alto gasto energfitfco. 

Los mecanismos.involucrados en la fase de ingestión requieren de pro­

tefnas contr!ctiles en el citoplasma de macrófagos, sugiriendo un mecanis­

mo por el cual la enenjfa qufmtca liberada durante la ingesti6n puede aco­

plarse a los procesos mecánicos requeridos para la movilidad de la membra­

na y la 1ntertortzac16n de una partfcula {4, 5), Aunque muchos investiga­

dores han sugerido la parttctpac16n de los filamentos contr!ct11es del ct­

toesqueleto, para otros no está clara su part1cfpact6n en la tntroducc16n 

de pequenas vesfculas (6). 
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Existen dos ténntnos que han se han empleado c14sfcamente para carac­

terizar la actividad de fngestf6n: pfnocftosis, cuando se trata de molécu­

las solubles (<0.5 u) y fagocitosis cuando son partfculas '(>0.5 u). Sfn 

en'bargo. el tamaño exacto del material que dfvfde ambos procesos no est& 

bfen deffnfdo (7). El ténnfno endocftosis se reserva para la fngestf6n 

de moléculas solubles a través de un receptor especfffco y se te llama 

"endocftosfs rnediada por receptores". Se han descrito algunas diferencias 

en los mecanismos involucrados en estos fen6menos (endocftosfs mediada por 

receptores, pfnocftosfs y fagocftosi s ): algunos agentes que interfieren 

con ta respfract6n y la fosfor11acf6n oJCfdativa deprimen la actividad pfn2_ 

cftfca y no ta fagocitosis, mfentras que ocurre lo contrario con ta gl fc6-

1 fsfs. Asimismo el fluoruro. el fodoacetato y la 2-desoxfglucosa inhiben 

la fagocitosis y no ta pfnocftosls (l. a, g), 

La fagocitosis se realiza a través de receptores y se lleva a cabo m,tt 

diante un mecanismo senejante al de una crem!lllera:·de manera que los receJ?. 

tares del macr6fago se van uniendo a las moléculas complementarias de la 

partfcula hasta rodearla por completo._ Este mecanismo fue demostrado por 

Grffffn y Sllverstein en un elegante experimento (10): Ai'ladleron anticuer­

pos anti-linfocito a una poblacf(!n de linfocitos y pennftferon que ocurrf!! 

ra ta fonnaci6n de casquete polar (cappfng); entonces lo pusieron frente a 

macn'.ifagos, observando que la fagocitosis no se podfa llevar a cabo; al e,! 

tar todas las moléculas reclutadas en un solo sitio. el macr6fago no podía 

ir uniendo sus receptores fe para rodear al linfocito. 

Se han descrito !Ms de 30 receptores especfffcos en macrófagos {3) y 

tos Involucrados en la fagocitosis se citan en el Cuadro 2. 
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CUADRO 2 

RECEPTORES DE MACROFAGOS 

1) RECEPTORES IIOft1ffOLOGICOS. 

Receptores Fe. Se conocen por lo menos tres receptores distintos 
para la fracct6n Fe de las rroléculas de inrunoglobulina G: FcRI I'! 

rala subclase JgG24 • FcRJJ para IgG1 e Igli2b y FcRltl para IgG3 
(ll, 12, 13). 

Receptores para Complemento. En la actualidad existen reportados 
receptores para los fraiJ!lentos CJb' CJb JNA' C3bf. C4b y CJd tnvo· 
lucrados en el proceso fagocftico (14, 15, 16, 17). 

2) RECEPTORES NO INHUNOLOGICOS. 

Receptor para Manosa-Fucosa. Este receptor se une a gl fcoconjuga.Jos 
con residuos tenntnales de manosa y/o fucosa (18, 19, 20). 

Receptores para Ftbronectina, Lactoferrtna y ~-2 macroqlobultna (21, 
22, 23, 24, 25). 

3) RECEPTORES NO ESPECIFICOS. 

Estos reconocen partfculas por sitios htdrof6btcos, y son los que mQ 
dfan la tngest16n de partfculas inertes como por ejemplo latcx (2G). 
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la un16n de partf culas a estos receptores y su desplazamiento poste- -

rtor produce un rlptdo reagrupamiento de mtcrofilamentos contr!cttles {act! 

na y mfosina) por debajo del sftio de cont11cto {27). Estos receptores gen~ 

ran sei'iales en el macr6fago. algunas de 111s cuales promueven la fagocitosis 

y disparan los mecantscoos oxidativos: "estallido respiratorio" y la secre­

c16n de enzimas 11sosomales a través de mecanfs111Js de activac16n de enzimas 

unidas a la membrana como la NADH-oxtdasa y la prot.efna-cinasa (28}. Por 

otro lado existen sel\l.les que no inducen cambios y que no conducen conse­

cuentemente a la fagocttosts. Por ejemplo, los receptores Fe median la ad· 

herencia e tngesti6n de partfculas cubiertas con IgG (29). mientras que 

los receptores p11ra c3 median la fase de adherencia pero no su ingest16n. 

aunque cuando los macr6fagos han stdo activados, ingieren activamente eri­

trocitos cubiertos con c3b (30, 31). 

En la endocitosts mediada por receptores. muchos de los ltgandos sol!! 

bles penetran a la célula unidos a los receptores reclutados en pozos rec!! 

bfertos de clatrfna. que form11r&n las vestculas recubiertas de clatrina. 

Se habfa descrito que la fagocitosis era el único caso de fngest16n 

por adherencia en que los pozos y vesf culas recubiertas de clatrina no jug! 

ban un papel importante {32), Stn embargo, Aggler y Werb (6) han encontrado 

que aproximadamente la mitad de los fagosomas observados después de un bre­

ve perfodo de fagocitosis (2-5 min ) presentan &reas asociadas a la clat.rt­

na. La funct6n de la clatrtna en la 1ngest16n de moléculas y de partfculas 

mediada por receptores aan no ha sido aclarada, pero se sugiere como 

posible funct6n la de mediar el rectcl11je masivo y r3pfdo de los receptores 

tnclufdos en les vesfculas a la membrana plasmltica, después de un esttmulo 

endocfttco o fagocftico. 

8 



Los macrllfagos pueden recambiar completamente su membrana plasmática 

cada 30 minutos exclusivamente por p1nocttosts (33). La membrana asf in­

troducida reaparece en la superficie a los 10 minutos (34) y se ha observ,! 

do que las protefnas de membrana de los fagosomas también son recicladas 

llUJY r&pidamente (35, 36) • .Adem!s algunos receptores especfficos regresan tan 

r4ptdo a la superficie que es diffctl disminuir su número efectivo o basal(lB). 

El receptor Fe unido a la IaG parece tener un destino dual, recicl4.!l 

dose algunos receptores y dtgtrHindose otros en los fagolisosomas (37), 

Esto sugiere que el destino de los receptores varfa dependiendo de su na­

turalez~ y funci6n, aunque la mayor parte de ellos parecen ser reciclados, 

liberando al ligando al acidificarse la vacuola fagocftica, reutilizándo­

se as{ varias veces (7, 38, 39). 

Cuando la partfcula ha sido englobada en una porct6n de la membrana 

plasm.1t1ca y se ha fonnado el fagosoma. ocurren una serte de eventos enc! 

minados a digerirla. Inicialmente se prP.senta la actdificat6n del fagosE_ 

ma {40), posteriormente {!ste es dirigido al centro de la célula donde se 

fusiona con ltsosomas primarios, lntctiSndose asf .el proceso de dlgestt6n. 

Los mecantsoos mediante los cuales los macrófagos digieren y eliminan 

a los mtcroorgantsiros, operan de dos maneras separadas durante el proceso 

fagocftico: una dependiente y otra independiente del oxfgeno. El parási­

to es expuesto.,, per6xtdo de hidr6geno UizOz) y a otros derivados del oxl 

geno en la vacuo la fagocfttca, o incluso en el exterior del macrófago, 

quedando expuesto a la acct6n de las enztmas lisosomales. Al activarse 

el macr6fago por ltnfoctnas y otros factores acttvadores. se le capacita 

para eltmtnar al paristto. Todavfa no est.1 establecido si los macr6fagos 
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nonnales y los activados utflfzan vfas microbicidas similares y la diferen 

eta en efectividad es cuantitativa, o sf los macr6fagos activados adqufe· 

ren caracterfst1cas cualitativamente diferentes. 

El mecanismo mfcrobfcfda dependiente del oxfgeno parece ser el de ma· 

yor fmportancfa en los macr6fagos (41). La est1mulac16n de la membrana plas 

m!tfca por la adherencia de un ligando apropiado, estimula la NAOPH-oxtdasa 

membranal que cataliza la reducc16n de o2 del medio al radical o2·• La 

fonnacf6n de H2o2 puede entonces ocurrir espont&neamente o ser catalfzada 

por la superóxfdo-dfsmutasa. En los granulocftos {PMN, eostn6fflos y bas6· 

fflos) la toxicidad de estas sustancias aumenta considerablemente por la 

reaccf6n catalftfca de la mfeloperoxidasay de tones haluro (42). Los macr-2 

fagos carecen de mfelopcroxtdasa pero se cree que la cata lasa puede actuar 

de manera similar. Además, es posible que los macrófagos utilicen la pero· 

xfdasa de los granuloc1tos para aumentar su capacidad mfcrobfctda (43). 

Los mecanismos independientes del oxfgeno han sido menos estudiados, 

pero parecen jugar un papel importante en la funct6n m1crobic1da y cons1s· 

ten b!sfcamente en la accf6n de las enzimas ltticas lfsosomales (44). 

Algunos parásitos, en especial los intracelulares, son capaces de 

multiplicarse en el interior de los macrófagos. En ellos se han desarro­

llado ingeniosos mecanismos que les pennften escapar de la destruccf6n en 

diferentes etapas del proceso: fmpfdfendo su reconocimiento y adherencia; 

por fnhfbfcf6n de la fusf6n fagosoma-lfsosoma: por resistencia a la ac­

cf6n de las enzimas lfticas o escapando de la vacuola fagocttfca. 
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PAPEL DE LOS HACROFAGOS EN LA DEFENSA CONTRA ENFERMEDADES INFECCIOSAS. 

La parttc1pac16n de los macr6fagos en la defensa del hu~sped ha rectb.!. 

do una gran atenci6n desde las contribuciones originales de Metchntkoff. 

En la reacct6n intctal de defensa contra microorganismos invasores. se S.! 

be que participan tanto PHN como macr6fagos y que el número inicial de am 
bas poblaciones en el sitio de la infecc16n aumenta durante la respuesta 

inflamatoria. Sin embargo, a diferencia de los PMN, los macr6fagos son c_! 

paces de aumentar su resistencia durante las condiciones generadas en el 

proceso inflamatorio. ~etchntkoff hab1a observado que los fagocitos mono­

nucleares de animales resistentes a ciertas infecciones bacterianas mos­

traban ser m!s eftctcntes para ingerir y matar a estos gérmenes. La adqu_! 

sic16n de resistencia a nivel celular esta influenciada por factores 1fllTI!! 

nol6gtcos especfficos y no especfftcos y por factores no inrnuno16g1cos. 

Mackaness y cols. en la década de lo~ sesenta fueron los primeros en 

llamar macr6fagos "acttvados~a aquellos de mayor tama~o y agresividad, 

responsables de ejercer la func16n efectora m'crobtcida (45), Posterior­

mente, en la década de los setenta, Evans, Ale~ander, Htbbs y Remington 

encontraron que estos 111<1cr6fagos tambt~n eran capaces de destruir células 

neopl!stc.as (46, 47). 

Se ha deftntdo la act1vact6n de los macr6fagos como la "adqutstct6n 

de competenctc1 para mediar o completar una funci6n compleja", es decir co­

mo la manifestación de una habilidad aumentada para realizar una "tarea" 

(3). Esta dcftnici6n lleva impl1cita una distinci6n entre las "funciones 

complejas" como la muerte microbiana o tulllOral y las "capacidades ftsiol.§. 

gtcas" con que se realizan, es decir, el número de receptores Fe, el con-

ll 



tenido de enzimas lftfcas, etc. 

Se han realizado investigaciones sobre el desarrollo y madurac16n de 

los macrl5fagos, Tas protefnas de la membrana plasm.Stica, ~ceptores, pro­

ductos de secreci6n, constituyentes intracelulares, asf como sobre las CA 

pacfdades ffsfol6gicas y bfoqufmicas que son reguladas durante el proceso 

de activacf6n. 

la influencia de los linfocitos T inmunes sobre el aumento de la re­

sistencia y la activaci6n de los ma.cr6fagos ha sido motivo de atenci6n 

desde que empezaron a estudiarse los fen6menos de hfpersenSfbilfdad tar­

dfa y los diferentes efectos de las lfnfocinas liberadas por los lfnfocf­

tos T estimulados sobre los macrófagos. Entre las múltiples funciones de 

las lfnfocfnas, cabr1a destacar algunas como: 1) el aumento en la funcf6n 

de pres!fltact6n del anttgeno, al parecer por reclutamiento de macnSfagos 

la+ (48, 49); 2) el a1.111ento en la funcfdn microbicida por actfvact6n del 

reCUlbfo de fosfolfpidos, con el consiguiente aumento en la capacidad de 

respuesta oxfdatfv• (50) y 3) la producci6n de molEculas a111plfffcadoras, 

COlllJ la Interleucfna 1 (11-1) fnducfendo o influyendo en la actividad de 

otras c61ulas y factores. favoreciAndose el desarrollo de una respuesta 

inflamatoria en el foco de 1nfeccf6n (28). 

Los productos de'secrecf6n del JlllCr6fago, en teorfa 0 pennftfrfan la 

regulacf6n positiva y/o negativa de numorosos eventos de retroalf111enttcf6n 

en la respuesta fnfldlldtorfa. Sfn embargo, falta todavta conf11'1'1i1r su exf! 

tenefa y significado in vivo (28). 
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ANTECEOlNTES OE LA FAGOCITOSIS EN Htstoplasma capsulatum. 

El H1stoplasma capsulatum es un par4stto intracelular facultativo con 

gran afinidad por el sistema fagoc1tico rrononuclear por lo que constituye 

un excelente rrodelo de 1nfecc16n intracelular. La sobrev1da y !11Jlt1plica­

ci6n del hongo en los macr6fagos es un factor importante en el desarrollo 

del cuadro infeccioso. Cuando la tnfecc16n se instala, al parecer los meca­

nisrros del huésped para destruir al hongo presentan alguna alteracton, sea 

por que exist.n fallas propias del fagocito o de otras ranas de la respue~ 

ta tn111Jne 0 o bien porque la reacci6n entre el huésped y el par4stto produ!. 

ca un balance favorable al par4sito en el nvJmento en qUe se desencadena la 

infección: (dosis elevada, tn1t1.1nosuprest6n ocasional, etc,) (51}. Son es­

casos los estudios sobre el fen6meno fagoc1tiao en la htstoplasmosts. Se 

conoce la parttctpac16n de células Tinllllncs en la acttvact6n de nocr6fagos 

favoreciendo el proceso de eltmtnact6n del hongo (52, 53). Tall"bién se ha 

estudiado la influencia de la pared del hongo en el fen6rreno fagoc1ttco 

{54) y se ha detectado que el hongo es capaz de activar la v1a alterna del 

c~lemento facilitando asf, posiblemente, el evento fagocfttco (55). El 

destino del hongo en los macr6fagos provenientes de animales tnllllntzados 

fué tntctalmente descrito por Htll y Milrcus (56) quienes encontraron inht· 

btci6n del crectmtento intracelular de Htstoplasna, observando que el anti 

cuerpo no ejerc1a efecto sobre la tngesti6n y la digest16n intracelular 

del hongo. Sin ent>argo, ha sido observado un incremento de la tngestt6n 

del hongo por el manmcr6fago del huésped, utilizando anticuerpos anti-pa­

red celular (54). Por otro lado. Holland ha observado tant>tén que los ne! 

tr6f11os y monocitos hunenos requieren factores sér1cos para ingerir y no­

tar levaduras de !i· capsulatum (57). Estos conocimientos no explican los 



casos en que el hongo vence al s1stemá de defensa fagocftarfo. Dos grandes 

fnc6gnftas penrenecen sin explicacf6n: lc6mo agrede el hongo al fagocfto? 

lc6mo escapa el hongo a la nuerte intramacrof4gfca? Finalmente. la 1nfornB­

ci6n acerca del tipo de receptores, asf como del papel que'juegan en la adh!, 

rencia e ingestf6n del hongos es desconocida. Siendo la fagocftosfs la vfa 

final de elfmfnacHin del pará'sfto, es de fundamental importancia entender 

los eventos fnfcfales que ocurren entre el huésped y el parfsito en este 

fen&neno. 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Los nacrt5fagos, en concierto con los mecanismos fnnaJnes humorales y C!. 

lulares son los efectores finales en la destruccf6n de los parfsitos una 

vez que los han ingerido. El estudio de los mecanismos de reconocfmento mo­

lecular involucrados en la interaccf6n de los mfcroorganfSlll)s con los mac~ 

fagos. y el entendfmfento de c6mo estas tnteraccfones contribuyen a la elf­

mfnacf6n de invasores o a su capacidad de sobrevivir en el huésped. son fun. 

damentales para el avance del conocimiento de las enfermedades 1nfecc1osas. 

la hfstoplasmosfs es una fnfeccf6n intracelular en la que estos aspec­

tos se desconocen casi totalmente y creemos que el contacto fntcial y la 

unf6n del hongo a los receptores de la merrbrana plastni!tfca, juegan un papel 

importante en el destino final de las levaduras fagocitadas, 

Con el prop6stto de estudiar cufles son los receptores (Jte participan 

en la fagocitosis de !i· capsulatub y cufl es el papel de los receptores pa­

ra 11 fraccfOn Fe de las frnt1Jnoglobulfnas (RFc) durante la ctnétfc1 del fe­

n&.eno fagocftfco realfza11WJs este trabajo. 

l . 
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HlPOTESIS, 

Los receptores Fe participan de 1!'1nera importante en la fagocitosis 

de la fase levaduriforme de Histoplasma capsulatum. facilitando su inges­

ti6n. 

OBJETIVOS. 

Caracterizar los patrones electroforAticos de las protefnas de me!!!. 

brana externa en los macrdfagos. r:nrciidas con 1251 durante la cin! 

ttca de la tnfecc16n e 1dent1f1car los receptores que intervienen 

en el proceso fagocfttco del hongo. 

- Detenntnar el tiempo en que son ingeridas las levaduras cuando pa.!. 

ttcfpa el receptor Fe (opsonizadas) y cuando no lo hace (sin opso­

ntzar). 

- caracterizar la ut111zac16n y reciclaje de receptores durante la 

fagocitosis del hongo opsontzado y sin opsontzar. 

Identificar sf existen diferencias en el fen6meno. ut111zando dos 

cepas de diferente virulencia. 

ESTRATEGIA. 

Se realizaron expert111er1toS utilizando tres mEtodos distintos lCuadros 

J, 4 y 5) bajo el mismo dfsel'k> experimental, 
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CUADRO 3 

MARCAJE DE PROTEINAS DE MEllBRANA 
CON 125¡ 

DISERO EXPERIMENTAL 

MACRO FAGOS 
LINEA J77lf 

---~~ ~----
CEPA 5037 CEPA 5037 CEPA "LEON CEPA "LEON PEREZ" 

_ OPSONIZADA PEREZ" O_!:!ONJZADA 

----~~ ~-------
AD HER EN C l A A 4ºC 1 HORA 

LAVADO POSTERIOR 

INGESTJON A DIFERENTES 
TIEMPOS 

(O'" 5'" 15'" 30'" 60 .. 120') 

MARCAJE DE MEllBRANAS 
CON 125¡ 

OBTENCION DE LAS 
MEMBRANAS 

1 
CUENTAS TOTALES 

1 
ELECTROFORESIS 

1 
AUTORRADIOGRAFIA 
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CUADRO 4 

DETERMINACION DE LA MOVILIZACION DE RECEPTORES 
POR LA PRUEBA DE ELISA MODIFICADA 

DISEflO EXPERIMENTAL 

11ACROFAGOS DE LA 

~ LIN~ J774 ~ 

LEVADURAS LEVADURAS LATEX 
SOLAS 

\ 
OPSON l ZADAS 

CIGGl, IGG2í !GG2B' IGGNL)/ 

ADHERENCIA A 4"C 1 HORA . 
LAVADO POSTERIOR 

1 
lNGESTION A DIFERENTES 

TIEMPOS 
(0' 1 5' 1 15' I 30' I 60' 1 120') 

ELISA MODIFICADA 

ANTI-ANTICUERPO 
ACOPLADO A PEROXIDASA 

1 
REACCION REVELADORA 

CON OPD 
1 

LECTURA A 490 NM 
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CUADRO 5 

DETER."l INAC 1 ON DE LA MOV 1 LI ZAC l ON DE RECEPTORES 
POR LA PRUEBA DE CELULAS FORMADORAS DE ROSETAS 

/ 

DISERO EXPERIMENTAL 

MACROFAGO DE LA 
LINEA J774 

LEVADURAS LEVADURAS 
SOLAS OPSONJZADAS 

CtGG¡, }GGTOTALES' lGGNL) 

""' ADHERENCIA A 4'C 1 HORA / 
LAVADO POSTERIOR 

1 
INGESTION A DIFERENTES 

TIEMPOS 
(0', 5', 15', JO', 60', 120'> 

CELULAS FOR~ADORAS 
DE ROSETAS 

ERITROCITOS HEMOLlSJNA 

CONTEO DE CFR EH 
MICROSCOPIA DE LUZ 
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MATERIALES Y t\ETODOS 

1\1\TERIALES 

HICROORGAH!SlfJS. 

se emplearon dos cepas del hongo Htstoplasma capsulatum: la cepa 5037 (de 

menor v~rulenc1a) y la cepa "Le6n Párez" (de nByor v1rulenc111), registradas en 

el ceparto del Departamento de Ecologfa Humana de la Facultad de Hedtctna de la 

UHAM, nantenidas en fase levadurifonne a 37ºt en medio BHl 11qutdo debidamente 

suple1111:ntado. 

CELULAS. 

Se utilizaron tracr6fagos de la 11nea celular J774.2 derivada de un sarcone 

de cElulas reticulares de ratones BALB/c (58, 59). que nos fue amablemente pro­

poTCtonada por el Dr. Federico Goodsatd del Instituto de Investtgactones Btomi!­

dtcas de la UHAK, La ''"" se culth'a en frascos de pllsttco (Hunc) en nedto 

tE.tl> debtdainente suplenentado. a 37ªC y atmGsfera hQmedl con CClz al 5%. 

IE!llOS, REACTIWS Y SOl.UCIOlltS. 

Todos 101 ructtvos .-p1Hdos, salvo 101 que se espectftcan, provienen de 

las L•bontrn-101 Merck de Mlx1co, S.A. (ver aplnd1ce), 
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l'IETODOS 

DETEllltNAClt* DEL TIEMPO DE GENERACJON DE LA LINEA CElULAR.J774. 

P1.r11 tener un control adecuado sobre el n(imero exacto de macr6fagos 

en cultivo. se deter111tn6 el tlftlPO de gener1ci6n de la lfnea y el de adap­

tac16n a ·la caja de cultivo, en las condiciones de nuestro laboratorto. P! 

ra ello se cu1nttftc6 el n<-ro de cilul1s al ...-ento de sembrarlas y a dl 
feret1tes tiempos de cultivo: O'. 24, 48, 72 y 96 horas. El catculo del 

ttellPO de generact6n se hizo usando la exprest6n del ne.ero de células como 

.funct6n de log2• El na.ero de cllulas se convierte a tog2 111Jlttpltcando 

el log cmlÚn de la cuenta celular por el factor 3.3219. Se c11lcul1 enton­

ces el 1~2 del tlellPO o• y el de 48 horas; se resta el segundo del primero 

y se divide 48 entre el resultado (60). 

(a)• 109201
, (b)• tog248, (e)• a-b 

Tlll!IPO de generact6n • ~ 
e 

El ttmpo de generact6n fué corroborado por la relaci6n prote1na/ADH. 

DETDlllMCICll DEI. IUIElm DE llACllJF.IOOS. 

Se desprenden los .. cr6fagos de los frascos de culttwo por agtUct6n 

•dnta. para contlrlos y sat>nrlos en plae1s de pllsttco (C.Ostar y Munc) 

de 24 6 96 pozos. El conteo se realiza mediante 11 tienta de exclust6n de 

azul Trt~rm en un1 ca.ara de lleubluer. Para poder corregir las dtferenctas 

que existen en el núlllero de •cr6fagos entre "" pozo y otro. en algunos ex­

perf111ntos se procedt6 1 •rurlas con tt•1dtna trtttadl (311-TdR) 

(4 iitt/106 •cr6fagos). En el IWIEnto de sl!llbrarlos y 24 horas desputs. se 
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toman alfcuotas de 20 ~l de los sobrenadantes de los cultivos y se colocan 

sobre papel filtro (Whatman Ht 3) de l.5 cm de df.1metroo se de-

jan sec:ar. se colocan en YialeS, se les aftaden 5 ml de l~qu1do de centelleo 

para contarlas en un contador Packard Tri~Carb 300. ·Del paquete celular 

que se obt1ene ·en los experimen~os de marcaje de receptores con 1251, mar­

cado tad>tl!n con 3tt-.TdR. se toma una a11cUota para contarla en la mi$ma 

forma. 

CUAKTIFICACIOH.DE A0H EN LOS fCACROFAGOS. 

Para la cuantificactdn de ADH se uttli26 el rn~todo de la difentlamina 

(6D): se lava la monocapa celular tres veces con PBS y posteriormente se 

lava una vet can 1 1111 de Actdo perc16rtc:o 0.2 N. Se aftade 1 rul de Atido 

perc16rico 0.2 Ha 4"C y se deja 10 minutos en hielo. Se elimina el !íc1da 

perc16rico y se aftaden 0.5 ml de MI.OH o.3 R incubando una. hora a 37ºC. 

Se transfiere A tubos de centrtfuga 1 se enfr1a nuevim!nte. Se aftaden 

o.s ml de &t1do perc16rico a 4ªC y se deja 10 minutos en hielo. Este paso 

es para pretfp1Ur el ADlt y las protefnas. Se centrifuga a 5000 rpin duran· 

te 15 afnutos. El paquete se resuspende con 0.5 •l de leido percl6rico 

0.2 N y se centrifuga a 5000 ~durante 15 minutos. Se resuspende el pa­

quete con O.S m.1 de lctdo perc16rttD 0.5 N. Se hierve en bal'IO Mitrta a 90"C 

durante JS •inutos con el objeto de hfdro111ar el ADfl. Se cent_rifuga y 

se consena el sobrenadlnte. Se lava el paquete con o.s ml de &cfdo per­

c16rico 0.5 N. se centrifug,a. y ¡.e junta el sobren1d1nte con anterior, 

El paquete se disuleYe en flleOH 0.3 N y se cuanttfica.n las pratefnas. Se 

preparan estindattS por dupltado de s. 10. 25 y 50 pg de AOff par tubo~ 

y se a~ade 4c1do perc16rfco 0.5 N hasta un vol1111en de Z •l. Se prepara 
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el blanco con 2 ml de .tcido perc16rico 0.5 N. Se ~alocan 2 ml de las mues­

tras de extracto celular en tubos· y a todos se les agrega 4 ml del· reactivo 

de Burton. Se incuban 16-20 horas a temperatura ambiente y se lee la absor­

bancia a 600 mi. 

DETERHINACJON DE PROTEINAS. 

Las protefna.s se obtuvieron del paquete como se describe en la sección 

anterior (Cuantificacf6n de ADN) y se detenninaron por el método de lowry 

(61 ). 

INHUNIZACJON DE ANJl1ALES PARA CIBTENCJO~ DE ANTICUERPO AfUI-Hfstoplasma. 

Se infectan ratones BALB/c adultos de 4 meses con la fase levadur1fonne 

de la cepa "león Pérez" por v1a intraperftoneal (IP) con la dosis letal 50 

(OLSO): l.7xlo8 levaduras/ml para las hembras y 5.6xt07/m1 para los machos. 

Se observa la evolución de 15 a 30 dfas. Se sangra~ los ratones cuando pre­

sentan sfgnos de enfennedad grave: peto erizado, pérdida de peso y dfsmfnu­

c16n de actividad. Se separa el suero y se almacena a -20ºC. 

OBTENCJON V PURJFJCACION DE JHHUNOGLOBULJNAS G(lgG) ANTI-Hfstoplasrna. 

El método para la obtencf6n de subclases de lgG fué sfmflar al descri­

to por Ey. Prowse y Jenkfn (62). Una ~ez separado el suero se adicionan 

2 ml de fosfato de sodfo 0.1 H pH e.o por cada 2.5-3 mt del svero. Se ajus­

ta a pH 8.1 con trfs-HCl 1 H pH 9.0. Se pre-equilibra la columna de sepha­

rosa 48-protefna A con amortiguador de fosfatos 0.1 M pH a.o. Se aplica la 

muestra de suero y se deja incubando de 20-'30 minutos. Se pasa et suero por 
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la columr\a dos veces m!s. Se lava la columna con amortiguador de fosfatos 

pH 8.0 (30 ml) hasta obtener una densidad 6ptica de cero.·"Se cmntenza a 

elutr inicialmente con el anorttguador de citratos 0.1 M pH 6.0 (30 ml) P! 

ra colectar JgG1• Se lava la co14Jlltla con 20-28 ml de amortiguador de ci­

tratos 0,1 M pH 5.5. Se eluye la tg~a co~.25-30 ml de amortiguador de 

citratos 0,1 M pH 4.5. y finalmente se eluye lgG2b con amortiguador de ci­

tratos 0.1 M pH 3.5 (25-30 ml ), Se reequtlibra la columna a pi! 8.0 con 

tris-HCl pH 9.0. 

OPSONlZACIOH. 

Una vez lavadas y contadas las levaduras en cámara de tleubauer, se · 

les adiciona el anticuerpo opsonizante (lgG antt-Htstoplasma.), previamen­

te cuanttftcada su actividad según Kozel y McGaw (63): Se coloca un núme­

ro constante de levaduras en una serte de pozos y se añaden cantidades 

crecientes de la JgG antt-Htstoplasma a probar. Se incuba a 37"C durante 

30 1 y se agrega anti-JgG (anti-tgG de rat6n obtenida en conejo, de natura­

leza lgH de St~a). Se incuba 30' a 37°C •. Se observa en el fondo del pozo 

la agluttnac16n. 

Según la cantidad de levaduras requerida por experimento, y la trvnuno­

globulina de que se trate, se adiciona la lgG al paquete de levaduras resu.! 

Pendido en medio de Eagle modtftcado por Oulbecco (MEMO), se incuba durante 

30' a 37ºC, Se centrifuga a 1500 rpm durante 30' para eliminar el anticue!. 

· po libre y se restituye el volumen original con MEtID fresco. 
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~1tn ie les afAde 4 ~ti de ti~1~tn.5 tri~i.ldJ. :r. tld.l ~~Q. 

En el ~nU> de la infecc'\On, se l4v.1n las c6h1\3s J- H• -''1'""'1-' ''' ''\.' 

culo en una relac16n de 5 levaduras por rnacr6f190, Se ~,e1il'l\le la .\~\f\~1'\'11\\.1 

durnnte 1 hora a 4°C. Se lavan para el imtnar las lev.idur"s na lhlhC!1'hl:u,. 

se agrega medio de cultivo y se incuban a 37ºC en atn~sfe1·11 1lc l'll~ Al to.\ 11\I 

rante dtfercntes til;!Jllpos: o•. 5', 15 1
• 30', 60' y 120', U1111 vai \r1111•l'.Ut't'\ 

do ol tiempo de fagocitosis se procesan como so lml1ca n!!1 Atlol1u1to l'nrA 

los diferentes métodos. 

Para control de la vtab1l1dad de H1stoplasmft, los lnOc.11101 fin •lnmhnu1 

por plaqueo en cajas de Petrt con BHI·A dcspu(?s de rc11l t111dtl la lnfuc;cllln. 

Se incuban por 2-3 semanas a temperatura ambiente y 5U ob,11rva lA rnnvur\lth1 

4 fase miceliana. 

MARCAJE OE PROTElKAs KOORAHA!.ES COH 1251. 

Al tl!-rtino de la cinética de 1nqestttin se llna • t..tV:I ~l ...ein::•.1ti ''" 
d'c.actiYo con 125 1 por el d-toóo de. 1odtr.actGr. su~rftcltl wAHf~t1__,, vu· 
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de ttrosina de las prote1nas expuestas en la membrana externa. La todina­

c16n se lleva a cabo a 4ºC, temperatura a la cual no hay fagocltos1s, evi­

tando asf la marcaciOn de protefnas internas. 

los pasos que se siguen para el marcaje son los siguientes: 

l. Se lavan las células con PBS. 

2. Se adicionan 15 µ1 de la enztma lactoperoxidasa a pH 7.2. 

3. Se aftade enseguida el 1251 previamente neutralizado a razOn de 

·50 µCi por lxlo6 células aproximadamente. 

4. Se agregan 8 µl de glucosa-oxidasa por lxl06 macrófagos y 45 µl 

de glucosa. 

5. Se dejan los culttvos en hielo de 30 a 45 minutos. 

6, Se lavan tres veces con loduro de potasio (KI) para detener la 

reacc16n. 

7. Para solubiltzar las prote1nas marcadas se agregan 25 µ1 de 

NP-40-PMSF·Metanol. 

B. Se dejan en hielo 30 minutos. 

9. Se agregan JO_ µ1 de coctel de electroforesis. 

10. Se depositan en tubos Eppendorf de 1 ml de capacidad. 

11. Se hierven durante 4 minutos. 

12. Se centrifugan a 10,000 rpm durante 15 minutos. 

13. Se guardan en viales de plomo a -70ºC. 

Obtenc16n de Cuentas Totales. 

Una vez centrifugadas las muestras, se separa el sobrenadante, donde 

se encuentran las membranas celulares (en el pree1pttado ~uedan las leva­

duras y los organelos celulares}. Se toman altcuotas del sobrenadante y 
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doble. Toda la corrjda se hace con ag1taci6n y en refrigeractón. 

Al tenninar la corrtda se t1~en los geles con azul de Coomassie dej&!!. 

dolos toda la noche. Se desti~en con 6c1do ac~tico al 1oi durante 12·24 hft 

ras. a calentando durante 1·2 horas. hasta que las geles se vuelvan transpare.!l 

te•.Se dejan de Za 6 horas en dimet1lsulfc5xfdo (DMSO) al 0.21: para endurs 

cerlos. Para secarlos se colocan entre dos hojas de papel celofán reroojad~s 

en carbonato de Sodio (Na2co3) al 51 en un secador de geles Dio-Rad. 

AUTORRJ\DIOGRAFJA • 

. los geles ya secos. se colocan en un cuarto oscuro en contacto con una 

placa radiosensfble (~dak) previamente sensibilizada con la luz de un 

Flash, dentro de un cassette herm~t1co. Se mantiene cerrado a temperatu­

ra de ~70ªC durante S dlas aproximadamente. Transcurrido ese tiempo se 

revela la placa en un cuarto oscuro, colocando la placa en la so1uci6n de 

revelado durante 4.5 minutos~ se lava con agua corrfente y postertannente 

se pasa le placa a la soluc16n fijadora por 9 mtnutos. deJ.Jndose al ffnal 

30 mfnutos en agua corriente con a1,1ftac16n. 

PRUEBA DE ELISA MODIFICADA. 

Para esta prueba se SfE'nbran los macrófagos (lxl05) en placas de:~lás­
tfco de 96 pozo~. ta 1nfece1ón se realiza de manera fd~ntfca a la descrita 

previamente para la todinac16n de protefnas de superficie. Una vez trans­

currfdo el tiempo deseado de fagocftosfs, los cultivos se lavan y se ftJan 

con metanol durante 10 minutos. Se lavan con Pas y se les alladen 100 pl de 

albúmina sérfca bovina (ASB} al Sf. Se incuban durante 30 minutos a tempe-

27 



ratura ambiente y se lava nuevamente 6 veces con PBS-Twcen. Posterionnentc 

se agregan 50 µ1 de anti-JgG conjugada a perox1dasa a cada pozo y se incuban 

a 37ºC durante una hora. Se lavan 6 veces con PBS-Tween, Se anaden 50 ~l 

del sustrato (ortofenflendtamina). Se pennfte que se lleve a cabo la 

reacci6n en la oscuridad hasta que se desarrolle el color y se le~ en un 

lector de ELISA a 490 nm. 

Como testigos para estos experimentos se usaron macr6fagos sin infec­

tar, macn5fagos infectados con levaduras sin opsonizar y macrc5fagos m.1s l!_ 

tex, anadfendo este últfll'O en la misma relacf6n: 5 partfculas por macr6fa­

go. 

CELULAS FORMADORAS DE ROSETAS. 

La 1nfeccH5n se realiza. de la misma manera que para los mlitodos des­

critos antertonnente. Los macr6fagos se siembran en cajas de 24 pozos. 

Una vez transcurrido el tiempo de fagocitosis, los cultivos se lavan con 

PBS y se les anaden 250 111 de eritrocitos de carnero previamente senstbil.! 

zados con hemolfsfna 1 con el objeto de opsonizarlos y que se adhieran a 

los macrt'5fagos a trav~s del receptor Fe. 

los macr6fagos se colocan sobre hielo desde el momento que salen de 

la incubadora. y se mantienen a 4°C hasta el momento de contarlos al mi­

croscopio. para evftar la fngesti6n de eritrocitos por el macr6fago. El 

conteo de las rosetas se hace directamente en la caja de cultivo en un mi­

croscopio invertido con el objetivo de 40x 1 considerando positivas aque­

llas clilulas con m.Ss de 4 eritrocitos adheridos a la membrana, 

Se usaron los mismos controles que en. los otros experimentos y además 
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uno con macrófagos iras erttroc1tos no opsonizados, para. descartar la for~ 

maci6n de rosetas espont.1neas. 
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RESULTADOS 

DETERHINACION DEL TIEMPO DE GENERACION DE LA LINEA CELULAR J774. 

La determinac16n del número de células a diferentes tiempos de culti­

vo. mostr6 que el número de células no varfa entre el número inicial y el 

obtenido a las 48 horas de cultivo. por lo que consideramos ese t1enpo C.Q. 

mo el perfodo de adaptación que presenta la lfnea de macrófagos para poder 

duplicarse. Para el c~lculo del tiempo de generación, se tomó como tiempo 

O' el número de células existentes al final de la fase de adaptac16n, o 

sea las 48 horas de cultivo. Los resultados encontrados emrleando la fór­

mula descrita en Materiales y Métodos expresan que el número de macrófagos 

al tiempo 0' es de 635,412, y el número de macrófagos a las 4B h de 

2,625,000; luego el valor de (a) 1og2 al tiempo O' (5,8030) {3.3219) es 

igual a19,27y el valor de (b) log2 al tiempo 48 h (6.4191) (3.3219) es 

igual a 21.32. La diferencia (b-a) es de 2.05 que es el valor final para 

la inc6gn1ta (e). Aplicando la f6nnula referida, el cociente entre el 

tiempo 48 h y el valor (e) d16 un tjenpo de ~eneract6n de 23,4 h. 

CUANTIFICACJOh DE AON Y PROTEINAS EN HACROFAGOS, 

La Tabla 1 muestra los datos obtenidos en este experimento donde se 

puede observar que la relaci6n protefna/ADN por célula varió con los dfas 

de cultivo, como ocurre normalmente debido a las diferentes fases del et-

clo celular por las que atraviesan las células. La cantidad total en µg 

de protefna y ADN, mostró un aumento proporcional al de crectm1ento celu--

lar. 
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TABU\ 1, CUA!ITIFICACIOM OE ADM Y PllOTElMAS EN MACROFAGOS OE LA LINEA CELULAR J774.2, 

Tt"'po NI dt cllulas ro protitna 
._!!r cllula 

r ... 
20 cllula Protefna/ ADN µg de pro-

tefna total 
µg de Alit 

total 

O' 375,000 112 7 ,! 15,7 42xl03 2.6xto3 

24 h 400,000 340 6.7 50.7 13Kt04 2.6xto3 

48 h 635.412 859 8,2 104.7 5'lx104 5,211.103 

96 h 2,625,000 574 6,8 84.4 14.9xto5 17ill03 

~ 
El nO..ro di cllulas 11 cuant1ftcG por conteo en cl1111r1 de Neubauer por la tkntca de 
1xclu1ten de azul trtpano. El ACll ful determtnado por la t6cntca de la d1fen11amtna y 
las prote•n11 por la ttcntca di Lowry. Vtr detllles en Mltertales y Hitados. 
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DETERKJNACION DE LA ACTJYJDAD OPSON12.ANTE. 

La actfvidad espec1ffca de la lgGs antt-H1stoplasma totales y sus subcl!. 

ses. fue probada por la técnica de aglutinación indirecta utilizando una 

antf-lgG de naturaleza IgM. La Tabla 2 muestra los resultados de la prueba 

de aglut1nacf6n, observ&ndose que las diferentes subclases de lgGs presen­

t.,n reactivtdad a la prueba. Se selecc1on6 de cada tnmunoglobulfna la do­

sis fntennedia opsontzante para la rea11zac16n de la mayorfa de _los exper! 

mentos. Utilizando un número constante de levaduras (2.35x106). la dosis 

opsontzante para las JgGs totales fue de 1.a ~g de rrotetna; para IgG1 de 

1.25 ~g; para 19Ciia de 1.25 ~9 y para J9G2b de 10 ~g. 

ENSAYOS DE MARCAJE DE PROTEINAS DE HOllRAHA DE MACROFAGOS CON l25t. 

CUENTAS TOTALES DE 1251. 

Las cuentas totales de 1251 fueron corregidas en func16n de la canti­

dad de macr6fagos (dada por las cuentas de 3H-t1mtdfna), por el cociente 

de las cuentas t (1251) en\re las a (3H-timid1na). Se realizaron 7 exper1me!!. 

tos de los cuales, los 4 pr-fmeros sirvieron para.la estandar1zac16n del 

método. 

tnfcfalmente se trat6 de dfluctdar sf exfstf an diferencias cntr-e las 

dos cepas de.!!· capsulat\Jll de distinta vtr-ulencta. opsonfzadas. En la Flq. 

1, se observa. la dfstrfbuct6n de las cuentas durante la cfnfittca de tiempo 

de fagocitosis de las dos cepas empleadas. El análisis de estos resultados 

nos s1rv16 para deamstrar- que no existen diferencias entre ambas cepas, por 

lo que el resto de los experimentos se realizaron utflizando una 

sola cepa. Se observa que a los 15 mtnutos de 1nfecci6n, existe para 
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TABLA 2. ACTIVIDAD OPSONIZANTE DE LAS IgGs ANTI-H1stoplasma 
PURIFICADAS POR CROMATOGRAFIA OE AFINIDAD. 

subclases Diluciones de las JgG (~g de protefna) 
de lgG 20 10 5 2.5 1.25 0.62 o.31 0.15 

lgG1 - - - + + + - -
. IgG2a - - - ;: + ! - -

IgG2b + + + - - - - -
La actividad fué medida por la t~cnica de aglut1nac16n de Ko 
zel y He Gaw: se colocan diluciones de la IgG a ~robar y se 
agrega un número. constante de levaduras (2.35x10b); la aglu 
tinac16n se realiza a~adiendo después una anti tgG de clase­
tgM. 
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FIGURA l. MRCAJE DE PROTEINAS DE HEJIJRANA DE HACROFAGOS CON 1251: CUENTAS TOTA 
LES DE 1251. Se obtuvieron Tas cuentas totales de las protefnas mem7 
branales de los 111cn5fagos marcados por la técnica de la lactopcroxt­
dasa-glucosa oxtdasa, durante la tnfecc16n in vtt.-o con levaduras de 
H. capsulatum opsontzadas. Cepa "Le6n PlireZ"--r;-"vtrulencta) cepa 
5"037 (<virulencia). las cuentas fueron corregidas en funciOn de la 
cantidad de macr6fagos dada por las cuentas de 3H-t1mtdtna. 
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ambas cepas un cafda importante de las cuentas, recuperándose éstas d lo~ 

30 minutos, con una cafda posterior a los 60'. la figura 2 muestra el 111·.i 

medio de los resultados obtenidos con 3 ekrierimentos utilizando la cepa 

"Le6n P!rez" opsonizada y sin opsonizar. Se observa un comportamiento 

distinto entre las levaduras opsonizadas y sin opsonizar, ya que para las 

primeras se repite la cafda de las cuentas radioactivas a los 15 111inuto!"., 

mientras que para las últimas la cafda ocurre hasta los 60 minutos. Se rea 

liz6 un tercer tipo de experimento con levaduras vivas y muertas sin opso­

nizar. los resultados se muestran en la figura 3 observándose que para las 

levaduras vivas, las cuentas disminuyen a los 15 minutos. mientras que pa­

ra las muertas caen mAs tesnpranamente, a los 5 minutos. 

En todos los experimentos apreciamos un incremento en las cuentas to­

tales de l25¡ (JO, 60 y 120 minutos) despues del tiempo de cafda de las 

mismas. la magnitud de este aumento en las cuentas totales varió de un ex­

perimento a otro debido, probablemente, a problemas en el manejo de 1,1 •m•­

todologfa. 

AUTORRADIOGRAFIAS DE LAS ELECTROFORESIS. 

En los experimentos de marcaje de receptores con 125 t, nos interesaba 

observar cuáles y cuántos receptores participan en el proceso. El anAli~is 

autorradiográflco de las membranas marcadas y sometidas a elcctrofur~!> 1.-, 

en gel de po11acr1lamida con SDS {Figs. 4 y 5} muestra que durante la in­

fección, utilizando las dos cepas de ~t.1s.t4op_las.ll!a• se observan dos b,1nda~. 

localizadas entre 14000 y 20000 Oaltons de peso molecular, que en el tn1ns 

curso de la misma d(!saparecen a los 15 y 30 minutos, volviendo a o!J'.>ervar­

se en los tiempos finales. 
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FIGURA 4. AUTORRAOIOGRAFIA DE LA ELECTROFORESIS CON SOS de las protefnas mem­
branales de macr6fagos infectados con leva.duras de H. capsulatum cepa 
5037 (<virulenta} y cepa "Le!Sn Pérez" (> virulentaT opson1zadas y 
sin opsonizar. 
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FIGURA S. AUTORRADIOGRAFIA DE LA ELECTROFORESIS CON SDS de las protefnas mem~ 
branales de macr6fagos infectados con levaduras de H. caysu1atum cepa 
5037 (<virulenta) y cepa "león Plirez(> v1rulenta) Opscm zadas y sfn 
opson1zar • 
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PRUEBA DE ELISA MODIFlCAOA. 

Con el inter~s de confirmar la cinética de tiempo de fagocitosis de· 

las levaduras opsonizadas. empleamos una prueba de EllSA modificada, la 

cual penri1tirta detectar las levaduras mientras se hallan fuera del m4Cr6· 

fago •. Utilizamos al macr6fago adherido e infectado con las diferentes sub· 

clases de IgG. y los respectivos controles, como antfgeno fijo a fase s61.i 

da. En cada tiempo de 1nfecc16n se añad16 la anti-lgG acoplada a pcroxida· 

sa para determinar el tiempo en que desaparecen las levaduras opsonizadas. 

fen6meoo que se evidencfa por la disminución de la intensidad de la reac­

ct6n proporcionada por la enzima ~s su sustrato. 

Estos experimentos se realizaron con dos diferentes variables: inicia! 

mente se proced16 a realizar la prueba con 3 concentraciones distintas de 

macrófagos (lxl03, lxlo4 y lxl05) manteniendo la relación ma~rófago/hongo 

de 1:5. los resultados se observan en la Figura 6 (A y B). Posteriormente 

se probó un número constante de niacrdfagos (1x105) y diferentes dosis de 

las subclases de lgG opsontzante {fig. 7). Los resultados muestran que 

las lgGs anti·Histoplasma empleadas en las tres concentraciones de macr6-

fagos (Fig, 6A), presentan una cinética similar a la observada en los exp~ 

rimentos con 1251. destacando que en el tiempo O minutos se observan las 

lecturas de m.1xhna intensidad de reacci6n (O.O.). mientras que en los ti~ 

pos de 15 y 30 minutos se observan las mlnimas. la lgG2a fue la que pre­

sentó lecturas !llás bajas en el tiempo O minutos (tiempo de adherencia), 

Por lo general, las densidades 6pttcas menores, en los experimentos utili­

zando las 3 lgGs, fueron a los 15 minutos de infección. La tgG nonnal pre­

senta una cinética simil~r con un tiempo de lectura mtnima entre los 30 y 
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FIGUU 6. DnEMIMCl<M Df: U. fllVILUACIOtt IJ€ RECEPTORES fe POR LA PRUEBA DE 
lllSA fllOtflCAM~ S. emp1u:rcn 3 conc«1t1"acton•1 disttntfs de 111cr6 
ft9os (11tlP, l1tll1' y l1tlOS) ccin una rel.1ct6n .. erDf1go:hon90 constañ 
te de l;!. -
A. fl!IOCltosts di levalkl!"is opsontiadls con lgG¡. (gGz:a, lgGZb ant1· 
ttis~ltlllll y con lgG nol'lltl. e. Controles: macr6fagos sin tnfectA.r, 
t1va ras 1tn opsonliar y lateit, 
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FIGURA 7. DETERMlllACIOH DE LA lllVILIZACIOH DE RECEPTORES Fe POR LA PRUEBA DE 
ELJSA Pl>OlFICADA. Se 1111ple.tl"On l dosis opsootzantes (alta, media y 
baja) de lgG5 antl-Htstoptasma. 
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60 minutos. la cfnfitica observada en los controles (Fig. 6B} muestra que 

los macr6fagos sin infectar tienen una d1stribuc16n de lectura poco varia­

ble, con lecturas bajas en el tiempo O, similares a las finales. los ma­

cr6fagos infectados con levaduras s1n opsonizar y con latex. muestran una 

cfnfitfca parecida a la observada con las levaduras opsonizadas con las su~ 

clases de JgGs. 

Al utilizar una sola dosis de macr6fagos con diferentes concentracio­

nes de IgGs, los resultados son mlls unifonnes para las 3 dosis de lgG Y 

presentan una cinfitfca mis homogfinea con d1smtnuciones crftfcas en la den­

sfda.d 6ptica empezando a los 15 y culminando a los 30 y 60 minutos, pero 

con una recuperación general, en todos los experimentos, a los 120 minutos. 

CElUlAS FORMADORAS DE ROSETAS. 

la parttcfpacf6n de los receptores Fe fue estudiada por ülttmo, por 

la tficntca de fonnacf6n de rosetas, basada en que los macr6fagos tienen 

la capacidad de formar rosetas con erftroc1tos opsontzados empleando al 

anticuerpo como puente. Para esta prueba se utilizaron para opsonfzar 

las levaduras,lgG1 e lgG totales antf-Histoplasma. 

La figura 8 muestra los resultados de 3 experimentos, donde se obser­

va que los macr6fagos infectados con levaduras opsonfzadis con lgG1 antf­

Htstoplasma, presentan una dfsmfnuc16n importante de receptores Fe dtsp~ 

nfbles a los 15 minutos para fonnar rosetas con los eritrocitos opsontza­

dos, volvffndose a manifestar estos receptores a partir de los 30 rnlnutos 

de fnfeccf6n. La misma cfnfittca se observa cuando se usan IgGs totales 

antt-Htstoplasma. Sin embargo, los controles representados por macr6fagos 
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FIGURA B. DETERHINACION DE LA MJVILlZACJON DE RECEPTORES Fe POR CELULAS FORMADO 

RAS DE ROSETAS. Se emplearon lgG1 e lgG totales anti-Histoplasma e -
lgG normal. Prcmedio y error cstandar de tres e¡tper1mentos. 
ICJ lgG ant1-H1s'toplasma 

m13 IgG totales antt-Histoplasma 
CJ IgG norRB1 
~levaduras sin opsonizar 
nmJMicr6fagos sin infectar 
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no fnfectados, macr6fagos fnfectados con Jevaduras sin opsonizar y macr6f!_ 

gos infectados con levaduras m!s JgG nonnal • no presentan varfac1ones crf­

tfcas en la formacidn de rosetas a lo largo del tiempo de fnfeccf6n. Cabe 

mencionar que al parecer, las levaduras solas cofnterna1fzan receptor Fe 

al ser fagocitadas, ya que existe una disminuci6n en el nOmero de rosetas 

aunque menor que la observada para las JgGs especfficas, a los 15 y 30 mi­

nutos de infeccf6n. 

45 

l 
¡ 
t· 
1 
r 
í ¡ 
! 
1 



DISCUSION 

Parece ser que el destino final de las partfculas ingeridas por los 

macr6fagos, est! relacionado con el tipo de receptor al q~e se adhirieron 

(29). El receptor para la fracc16n Fe de la JgG es uno de los lllás relevan­

tes en la fngest16n de parásitos, partfculannente de las bacterias extrae~ 

lulares encapsula~as como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus fnfluenzae. 

Nefsserfa men1ng1tfd1s y estreptococo grupos A y B (29). 

Sfn embargo, se ha visto que en algunos parásitos intracelulares co­

mo Toxoplasma qond11, los mecanismos oxfdattvos solo se disparan si es fa­

qocftado a trav~s del receptor Fe, lo que indica la importancia de detenn! 

nar la fagocttosis de este tipo de parásitos mediante esta vfa (66). Los 

sttfos.esPecfftcos de uni6n no solo son importantes por su efecto en la f! 

goc1tosts. stno por el papel que juegan en Ja requlacfdn de la quimiotaxts, 

generacf6n de productos t6xfcos de oxfgeno (02• oH•, H2o2• o·) y secrectdn 

de productos celulares como prostagland1nas y leucotrtenos como el SRS·A 

{67, 68. 69). Algunos receptores penntten la adherencia, otros pueden ser 

importantes para que se lleve a cabo la fusf6n fagosoma·lisosor:ia, la acfdj 

ftcactdn de la vacuola o la de9radacf6n intracelular (Z9}. 

El presente estudio fue orientado a aclarar la partfc1pacf6n de los 

receptores Fe de los macrdfagos en la tngestf6n del par!stto Intracelular 

!!· capsulatuin. 

Nuestros resultados apoyan la partfctpacf6n de los receptores Fe en 

la fagocftosts de este hongo. 

Dada la heterogeneidad que presentan las poblaciones de macrófaqo~ o~ 
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tenidos de cultivos primarios, se plante6 la necesidad de trabajar con una 

lfnea celular de macr6fagos (J774.2), pues presentan la ventaja de contar 

con una poblac16n homogénea y bien caracterizada. Algunas de sus caracte­

rfsticas son: tener una alta capacidad fagoclttca, fonnar rosetas con eri­

trocitos cubiertos con JgG, poseer cuando menos receptores FcR1 Y FcRIJ P'ª­

ra JgGs, ser secretora de lisoztma,act1vadora de plasmin6geno, B-glucuron.! 

dasa, etc. (70a). 

En la literatura se encuentra reportado un tiempo de generaci6n de 

26.7 h para la lfnea celular J774.l (70b), detenntnado por el método de 

incorporaci6n de 311 timidina. Aunque la lfnea J774.2 proviene del mismo 

reticulosarcoma nos vimos en la necesidad de caracterizar, en nuestro lab.2 

ratorio, su tiempo de generac16n para establecer las condiciones de culti­

vo y la adherencia e infecc16n de estas células, ya que para ésta el tiem­

po de generac16n reportado era de 16 horas (70a), Se encontr6 un tiempo de 

generaci6n de 23.4 h, tiempo muy parecido al reportado para la lfnea J774.l. 

Para confinnar el tiempo de generación obtenido, considerando las postbles 

imprecisiones a que se presta el método de conteo directo de células, se 

cuantificaron al ADN y las protefnas, encontrando una correlac16n sattsfaf. 

torta (ver Tabla 1). 

Para garantizar que las JgGs especfficas opsonizasen a las levaduras 

del hongo, se ut111z6 una prueba de agluttnaci6n indirecta, realtzAndose 

ésta con una ant1-lgG de clase JgH puesto que las lgGs no son aglutinantes. 

En el procedimiento de purtftcact6n de lgGs la innunoglobultna que obtuvi­

mos en mayor cantidad fue la lgG1 y ésta, junto con la lgGza• fueron las 

que presentaron mayor sensibilidad pues sus dosis opsontzantes fueron de 
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1.25 1J91 mientras que la JgG2b requirió de una dosis de hasta 10 µg de 

protefna (ver Tabla 2). 

Una vez confinnadas y estandarizadas la dosis. homogeneidad de la 

población celular de macrófagos y la actividad opsonlzante de las IgGs 

purificadas, se procedió a ta realización de los experimentos con el ffn 

de detennfnar la participación de los receptores Fe. 

los experimentos de fodfnizacl6n de membrana (Figs, 1 y 2), los de e!! 

sayo lnmunoenzfmlitfco (Ffgs. 6 y 7) y los de células formadoras de rosetas 

(Ffg, B). sugieren que los receptores Fe pueden participar pero no r.on in_ 

dispensables en la lngesti6n del hongo. Al parecer cuando participan no 

la aceleran, ya que si asf fuera, la entrada ocurrfrfa en tiempos m.1s cor­

tos, 

Con las tres metodologfas utilizadas se corroboró que el hongo opson_! 

zado o no, es fngerfdo a los 15-30 minutos y que posiblemente después ocu­

rra una recuperación de los receptores. Es importante discutir, que de 

los ensayos utilizados, dos son de alta sensibilidad (125 1 y ELISA) y el 

tercero (células fonnadoras de rosetas) es una técnica de menor precisión. 

Sin entiargo por este simple hecho, y dada la unffonnidad de los resultados 

encontrados, aumenta la fidelidad de los mismos. 

Debido a problemas con el suministro de material rad1oacttvo, solo 

pudieron realizarse 7 experimentos de marcaje de protefnas de membrana. 

Dada la alta sensfbflfdad del m€todo de marcaje con 1251, era importa.!! 

te conocer con exactitud el número de células a fin de evitar Interferen­

cias en la interpretac16n de los resultados. Debido a ello. se procedió a 

marcar las células con 3H-t1mfdlna para poder corregir las diferencias en-



tre un pozo y otro, considerando el cociente de las cuentas radiactivas 

del 1251 entre las cuentas radiactivas a de la 3H-ttmtdtna. 

En la etapa tntctal de la tnvesttgact6n se trat6 de establecer cu.111 

de las ~epas de,!!. capsulatum deberfamos utt11zar. basándonos en anteceden­

tes del laboratorio. que cuenta con 2 cepas de Htstoplasma de distinta vt­

rulencfa (determinada por la DLSO en ratones BALB/c y C57) (71). La iodl­

n1zact6n de macr6fagos infectados con las dos cepas empleadas ("Le6n P~rez" 

y 5037) no rrostr6 un comportamiento distinto entre ambas (Fig. 1), hecho 

que confirm6 10·· observado en un trabajo prevto sobre fus 16n fagosoma-1 i so­

soma (72). Los experimentos posteriores se realizaron por este motivo con 

una sola cepa del hongo. 

En los experimentos de todtn~zact6n, observamos también que la in9es­

ti6n del hongo muerte acontece de manera mls ripida (Ftg. 3). 

El htcho de que la .,v111zact6n de protefnas de membrana sea menor y 

llls lenta cuando el hongo est! vtvo, sugiere que el hongo vtvo presenta a) 

gún componente o estructura que interfiere en su fagocitosis (F1g. 3). Los 

macr6fagos son capaces de tngertr part1culas en menos de 5 minutos. Al p~ 

racer !i· capsulatum es ingerido mls lentamente st está vivo, pero se com­

porta COllO cualquier partlcula inerte al mortr. Este retraso en su entrada 

ya se habfa observado en experimentos realizados en nuestro laboratorio. 

donde se estudt6 la ctnlttca de· tnfecct6n en macr6fagos perttoneales de r~ 

t6n con !f. c1psu11tU11 y MYcobactertum tuberculosis cepa H37Ra; lo!i result!!. 

dos ..,straron el requerfm1ento de un perfodo de tiempo mayor para 

!!.· c1P'ulatllll (73). 

El anllfsts de las autorradiograf1as a lo lar~o de la cinética de 
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tiempo. no muestra varfactones aparentes en e1 conjunto de tas bandas loe_! 

lizadas entre los 43,000 y 94,000 Daltons, donde deber~an encontrarse los 

receptores Fe, cuyo peso molecular se encuentra entre 47,000 y 70,000 Dal­

tons dependiendo del tipo {FcRJ o FcRlI) y del animal o lfnea celular de 

que provenga (13), Consfderando que 1a mayorfa de las protetnas de membr!. 

na, prfnclpalmente receptores, se encuentra en este rango de peso molecu• 

lar. este tipo de autorradtograftas no es muy útil para vtsualfzar la par­

t1c1pacf6n de estos receptores, ya que su aparlcf6n y desaparlct6n se ve 

eiwnascarada por el resto. Cabe aclarar. ademas, que debfdo a problemas en 

el manejo de la metodologfa no logramos montar una m1crotécn1ca de detennJ. 

nac10n de protefnas que nos pennftfera conocer la cantidad exacta de pro­

tefna de cada nn.iestra para peder comparar con prec1s16n las Varfacfones de 

un carrf1 a otro. AGn salvado este obstfculo se necesitarfa hacer una eles 

troforesis en doble d(mensi6n, para observar· los cambios 1ndfvfduales de 

cada protefna a Jo largo del fen!Smeno. Sin embargo, se observan dos bandas 

ubicadas entre 14.000 y 20.000 Daltons que desaparecen entre los 15 y JO 

•1nutos para -reaJ)lrecer en los tillfllPOs f11W1les, y a cuya presencfa no lo­

gr..ms otol"'glr una interpretacf6n satisfactoria, consfderando siempre, los 

erro!'es metodo16ofcos teft•lados anteriormente. 

Los resultados a que llegamos con la t6cnica de tLJSA. uttl12ando ma~ 

cr6fagos como fase s61fda y levaduras opsonfzadas con las diferentes sub­

clases de IgGs, muestran una cinética global igual a ta encontrada con el 

método de todlnfzaci6n de receptores (Ffgs. 6 y 7), aunque, como se menct2 

na anterfonnente, por ser de alta sens1bt1fdad. presenta algunas Interfe­

rencias. La utflizac16n de rnacrófagos como fase s6l1da en la prueba de 
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ELlSA no es novedosa; ya se ha empleado para tma mod1ficaci6n de la prueba 

de MlF, con anttcuerpos antt-macrl!fago acoplados a la pero:ddasa (74}. 

Ahora bien, nuestra trodificactOn consiste en usar con:o revelador un co~ 

jugado anti-IgG-enz1na para ev1denciar las levaduras opsonizadas con 

IgG ant1-Hl5toplasma en la superffcie de lo!i macrófagos adhcrido!i al pl.!s­

tico; considerando que los macrl:lfa.gos presentan alrededor de l>cl05 receptg, 

res Fe por célula (75), la realizact6n de la prueba se hacfa ouml?ricamente 

factible. 

En vista de que los resultados utilizando diferentes concentraciones 

de rnacr6fagos no mostr-aron dtferenc.1as. se el iq16 la concentract6n de 

lx105 para los stguientes experimentos (Ftgs. 61\ y 68}. Las diferentes 

concentraciones de tgGs opsonizantes anti~Histoplasma mostraron tatrbi6n 

resultados simflat"es eltgi~ndose tas dosis intermedias. El objetivo de 

usar diferentes subclases de IgGs era detllrminar la participac\6n de los 

receptores FcRI y FcRll. los resultados no !ll'.>straron d1ferenclas impor­

tantes; al tiarecer, aJJi:los receptores participan en nuestro sisterra. aun­

que con 1a JgGl se obtuvieron datos mis flomogl!rreos. Se ha reportado en V!, 

r1os lll)de1os. que el FcAJI especff1co parA Jgt;l e 1gG2b, es el de ira.yor 

releve.neta en la adherencia de mtcroorganisnos, asf como para la 1ngesti6n 

y puesta en nBrcfla del estol1 ido respiratorio. Se sabe adernifs. qul! los or. 

ganismos que interactúan con él pro11Ueven la fusión fago-11sosonn1, obser. 

v.fndose un aumento de ltsosomas secundarios (291. El FcRl se encuentra en 

¡n¡i,Yor nGmero e11tre los macrOfagos actfvados, cuya capacidad ptnoc1t1ca y 

fagocft1ca disminuye, como ha sido n'.!portado para ztmosan .solo. zimosan C!l 

bterto con c3b y latex (76, 77, BO] 1o que apoya la idea de algunos auto­

res dE! que la act1vac1ón de macr6fagos es un proceso aecuern::1al • represen-

• 
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tando la actividad tumortcida de los macr6fagos la Olttma etapa de su d1-

ferenctact6n (78). 

La figura 68 muestra la cinética obtenida en los expertnentos de 

ELlSA de los macr6fagos solos. Este control presenta una curva casi plana 

con leves fluctuactones, lo cual era 16gtco esperar de células en estado 

de reposo. Los otros dos controles empleados, los macr6fagos mlis latex o 

levaduras sin opsontzar, presentan curvas stmtlares a las de los macr6fagos 

infectados por levaduras opsontzadas con las distintas subclases. Al par.t 

cer, la fagocttosts debe estar dtspar&ridose por la v1a de otros receptores 

y astmtsmo debe existir una cotnternalizac16n de receptores fe, por lo que 

se observa una interferencia debida al pegado de la antt-lgG acoplada a P!. 

roxtdasa a los receptores Fe restantes. Conociendo el antecedente de que 

la afinidad de 111 lgG monomfrtca para los receptores de la ltnea celular 

J774 es n11y baja en comparaci6n con la afinidad que tienen los complejos 

Ag-Ac \58), consideramos que no era necesario emplear una antt-tgG de nat!! 

raleia IgM acoplada a peroKtdasa. 

Finalmente, para descartar la posibilidad de que los fen6rnenos obser­

vados se deb1er1n a interferencias propias de la alta senstbtltdad de las 

dos pruebas empleadas, y en vtsta de 111 tmpostb11tdad de repetir los mismos 

eKpert•ntos con las modtftcaciones ya planteadas para confirmar nuestros 

resultados, decidimos implementar una tdcntca menos ftna que apoyara la 

ocurrencia de ellos. Utilizamos asf la tfcntca de células formadoras de 

rosetas (Ftg. B) empleando solamente IgG1 e tgG totales antt-Htstoplasma 

para opsontzar las levaduras. 

Los resultados efectivamente apoyan que el fen6rreno de desapartct6n 
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de receptores encontrado es real. puesto que solo las I9G espec'lf1cas pre· 

sentan una d1sm1nuct6n en el namero de rosetas a los 15 y 30 minutos9 m1en_ 

tras que ninguno de los controles muestra variaciones importantes en la 

cantidad de receptores libres para captar los erttroc1tos opson1zados. Esto 

1nd1ca que las lev~duras opsonizadas con lgG anti·Htstoplasma se introducen 

Junto con los ~ceptores F'c disminuyendo considerablemente la cantidad de 

éstos en Ta superftc1e de 1'os macr6fa9os, mientras que en tos controles, 

aunque un c1erto número de receptores debe ser colntema11211do en la vacuo~ 

la fagocftica, quedan expuestos la mayorta. por lo que se observa un mayor 

n'Jaiero de rosetas. 

Se desconoce culles pueden ser los receptores que participen en la fn .. 

gestH!n de Htstopl11S1111 capsulatum no opsontzado. Sin errtlargo, puesto que 

es tngerf<ID. debe extstir por lo menos un receptor que medie en su ingestt6n 

y lfste podrf« actuar s1nergfsticall'ente con .el Fe durante la fagcii.tosts, de 

l•t levalllr•s opsontzadls. Ellenberger y Nussenzwig (19) han descrfto el 

f9"&atno de "'sfnerg1• de receptores 11 al observar que si opsont:aban er1tro­

e1tos con IgG para pronover su fagocftos1s. se requerfan alrededor de 

6x104 moliculas por gl6bulo rojo, mientras que sólo necesitaban 2xto3 mol~­
culas st los erttrocttos estaban cubfertos con 1000 rnol~culas de C3b. Sung 

y cols. (80) han reporUdo las diferencias que establecen al actuar m4'.s de 

dos rec:eptores en un modelo en el que usaron zimosan y zimosan opsonizado. 

Aun~e los experimentos no fueron diset1ados para observar el fenOmeno 

de stnergis.:>. nuestros resultados sugieren que no existe tal fen&ne:no. 

puesto que en ese c110 cabrfa et'ltontrar una entrada mA:s rfptda. del hongo 

opson1zado. Esto nos sugiere que el receptor Fe funciona de manera tndepen._ 
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diente y ello ha sido ya reportado en otro modelo tnfecctoso. el de la 

Letshnania donovant con macrófagos perttoneales de rat6n, caso en el cual 

el receptor Fe funciona de manera independiente (Bl). Es importante acla­

rar que nuestros experimentos fueron realizados s1ncrontiando el tntcio de 

la fase, de ingest16n, permitiendo la adherencia del hongo a 4ºC durante 

1 hora. Se ha descrito que la adherencia en fr1o reduce la migraci6n mol,! 

cular en el plano de la men'brana impidiendo la 1nteracc10n de ITllltiples 

puntos de unt6n con el par!stto (29). Por este motivo podr1amos cuestionar 

astm1sN el fen&neno de independencia en nuestro modelo. 

Una observac16n coman en todos 1 os experimentos es que despuAs de 30 

minutos se presenta una recuperact6n de los receptores en la menbrana pla_! 

m&ttca. las interpretaciones mas razonables para explicar el fen&neno se­

rian: 12 que extsta un reciclaje de los receptores como respuesta del ma­

cr6fago al evento fagoc1tico. 6 22 que por el proceso de acttvact6n del 11!. 

cr6fago generado al iniciarse el fen&neno fagoc1ttco, se estint.1le la s1nt.!!_ 

sis ·de nuevos receptores. Mellman y col s. (37) han observado que la cant! 

dld de receptor FcRII pe,_nece en niveles 111.1y bajos por mls de 24 horas. 

sugtrtendo CJJ• son degndados. En ausencia de 1 igando encuentran que el 

receptor se degrt.dl en un t 1 de 10 horas. mientras que en su presencia un 

SOS se dtgndl _., rtpidlmente (tt .nora 2 horas); se reciclan otros pe~ 

1tplpttdo1 de 11 llll!llbrana plasl!llAttca en tiempos de 18 1 22 horas. indepen­

dtene..nte de si fueron f1gocttados o no. Sin enmargo, existen evidencias 

de Cf.1• 11 _.r1na de vacuolas endoc1ttcas puede empezar a reciclarse en­

tre 5 y 10 •tnutos dllpufs de penet1"'1r en la cllula, antes de untrse a los 

111os•1 y aun~e estls evidencias se han obtenido en endocttos1s mediada 

por receptores, faltan estudios l'llls completos que permitan conocer el t1f!!!. 
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po requerido para el reciclaje en el fen6meno "fagocitosis" y para cada 

receptor en particular. 

En este modelo es mucho lo oue queda por conocer, pero existen datos 

lllJY interesantes en otros modelos que apuntan hacfa d!Snde deben ser dfrfgf­

dos los trabajos que le den continuidad. Existen en la actualidad ~fversos 

grupos de investfgac16n trabajando con otros par.fsftos intracelulares, que 

han senalado la importancia de otros receptores en el fen6meno fagocftfco 

de estos par.fsftos, como por ejemplo los receptores para los dfstfntos frag_ 

mentos de c3• prfncfpa.lmente c3bf (C~J. el receptor para glfcoconjugados 

con residuos de nenosa y/o fucosa (RMF) y para algunos canponentes slirfcos 

como ffbronectfna y lactoferrfna. Los resultados de estos grupos indican 

que el receptor para CJbf y el RHF, ademtlis de los Fe, son los de mayor im­

portancia. Aunque los modelos 1116s estudiados en este sentido son los de 

los protozoarios intracelulares Toxoplasma, Leishmanfa y Trxpanosoma, que 

desde el punto de vfsta fflogenlitfco se encuentran 111.1y distantes de 

Hf stopla1111, presentan una ser fe de caracterfstfcas en cernan cano ser fntr!_ 

celulares, 1ctfv1dores de 11 vfa alterna del conplemento e inductores de 

un1 respuesta fna.tne predc.¡fnantemente celular¡ ademas Hfstoplasrna tiene 

galactcmnan1s en su superficie. Esto nos induce a pensar que tanGftn de­

ben cmpartfr sfatlttudes en cuanto al tipo de receptores que utilizan pa-

ra infectar 1 los •cr6fagos. Por ello queremos respooder en nuestros próx! 

nos tr1bljos a las sfgufentes preguntas: Lcu4ntos y cu41es receptores f!!. 

tervienen en la fagocftosfs de Htstoplasm? len qui cfrcunstacfas actúa C!. 

da uno, cO.O lo hace y qu' relac16n guardln entre st? Lexfsten otras ctlu­

las, ademas del 111cr6fago, que presenten receptores para •1 par4sfto y quE 

papel juegan tstls en la fnfecctl5n J.n. .!!!9.? Lqui diferencias hay entre 
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los 111111croflgos 1ct1vados y no act1vados con respecto 11 papel que juega ca­

da uno de los receptores? lquE relac10n guardan los receptores con el dfSP! 

ro del estallido respfnitorio? LquE 1mplfcacfones bfo16gfcas tiene cada uno 

en la fnfecc16n .!!! vfvo? 

Aunque exfste un buen número de evfdencfas. directas e fndfrectas. que 

fndfc1n oue 11 fn111mfdad del huEsped en las mfcosfs profundas depende prfn­

cfpalmente de 1• fnlllJnfdad celular (82. 83) se conocen algunas que senalan 

a los anticuerpos cano mol&ulas !Jle ejercen un efecto posftfvo scbre la 

respuesta fn1111ne en la hfstoplasmosfs (57. 84. 85). Los anticuerpos espe­

cfffcos pl"Olllleven 11 fagocitosis del hongo en algunas c61ulas; sin erri>argo. 

la tngestf6n y dfgestf6n de levaduras por 1111cr6fagos "fr'lllllnes" de ratOn P!. 

recen ser fndependfentes de los anticuerpos anti-Hfstoplasma circulantes 

(56). 

Este trabajo es tan solo el infcfo del estudio del papel de los rece!!. 

tores CJle participan en ta fagocftosfs de !!· capsulat1.111. Consideramos de 

gran relev1ncf1 encontrar respuesta 1 las preguntas ª""' planteadas para 

lograr uu 1111jor cc:mprensHSn de 11 rel1c16n tnfcfal que establecen los ma­

crOf1gos y las lev1dur1s del hongo y sus fmplfcacfones en la patogenia de 

la enfeJWdld. 
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CONCLUSIONES 

l. Los receptores Fe de macr6fagos participan en la fagocftosfs de 

Histoplasma capsulatum pero no aceleran su entrada, 

2. El tiempo que requieren lo macrófagos de la lfnea J774 para inge­

rir al hongo opsonfzado es de 15 minutos. 

3. No existen d1ferencfas,con la metodologfa utilizada, entre las 

dos cepas de distinta virulencia ("Lei5o P~rez" > vfrulencfa y 

5037 < vfrulencfa). 

4. El hongo muerto se comporta como una partfcula inerte por lo que 

su tiempo de entrada es m!s breve (5 minutos). 

5, Además de los receptores Fe, deben estar partfcfpando otros re­

ceptores en el fen6neno fagocftfco. 

6. Una vez fngerfdo el hongo, aumenta el namero de receptores en la 

mentirana del 1111cr6fago, sugfrfendo un fenOmeno de reciclaje o 

bien de sfntests ~de Tos receptores. 
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ABSTRACT 

Events 1nvolved in the phagocytos1s of the yeast-phase of H1stoplasma 

capsulatum are poorly undertood. The kinetics of phagocytosis of th1s 

fungus and the part1cipat1on of the macrophage Fe receptors were studied. 

The yeast cells were 1ncubated 30' at 37"C with ant1-111stoplasl'la 

mouse ant1bod1es (total lgGs, JgG1 , JgG211 and lqG2b}. Normal lgG was 

used as control. Prior to 1nternal1zat1on at 37°C the opsonized yeasts 

were washed several times, adjusted to 5Kl0G and then dispensed on a 

macrophage monolayer (lxlo6 M~) of a J774-2 cell line. Adherence was 

realtzed at 4°C, 1 h to synchronize the 1nternalizat1on of the inocula. 

The poss1ble role of Fe receptors 1n this process was observed by 

different methods: an enzymat1c 1od1nat1on (125 t} of membrane proteins. 

an enzyme 1Tllllunoassay and rossette fonning cells. 

Our results showed a critical disappearance of the Fe receptors on 

the macrophage surface at 15' of infection when spec1f1c tgGs were used. 

Oifferences 1n the k1net1c of phagocytosis were detected by processing 

live and dead yeast cells. since viable cells 1nternal1zat1on was slower, 

These f1nd1ngs suggest the importance of Fe receptors in the 

phagocytos1s of Histoplasma and establishes differences in the interaction 

of the yeast cells with macrophages. 
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APENDICE 



APEtlDICE 
MEDIOS.1 REACTIVOS V SOLUClOHES 

BHI (Infus16n Cerebro-éorazl5n) 

BHI (81oxon)---------------------------------------------- 37 g 

Agua destilada ------------------------------------------- . 1 1 
suplemento: L-c1stefna h1droclorada ---------------------

Glucosa -------------------------------------

Gentam1c 1na (Lab. Sheramex) -----------------

1 9 

10 9 

100 µg/ml 

El medio BHI se hidrata y se esteriliza en autoclave a 15 libras de pre­

sten cllrante 25 minutos y poste:rtonnente se afta.de el suplemento esterilizado 

por ftltrac10n con merrt>rana Mt111pore de 0.2Z ll!I. 

BHl-A (Jnfustan Cerebro-Cor116n-Aoar> 

1111·"91• (11ox ... 1 ·····~································· 52 9 

"""' do1tll1dl ···············'··························· 1 1 
Se supl-.nta tgual «JI• el anterior y el suplemento se agrega desputs de 

11tertltz1r en 1utocl1ve. Antes de !JI• ge11ftque se distribuye en cajas de Pe­

trt 11Ur11e1 • 

. ..., Cflttdto di bple "''"'"'°· llOdtftcado por r'Allbecco) 

IElD (1Hcrol1b) ·············~····~····················· 

llcartl..,.to do sod1o (lllHCO:Jl ·····-~···················· 

Agua trtde1ttl1da y destontzadl -------------------------­

SUpletMtito: Suero fetal de ternera (Lib. 1n. ~) -----· 

L-g1utam1na ---·-----------------------------
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13.4 9 

3.7 g 

1 

100 ml 

10 9 



Pentctl tna {Lakestde) ----------------------­

EstreptQnictna llakestde) ------------------­

Fungtzona {Gtbco) ---------------------------

100 U/ml 

100 U/ml 

50 iig/ml 

El medio MEMO se hidrata. se le al\ade el bicarbonato de sodto, la L-gluta­

mtna, los antibiflttcos y se éster1ltza por filtractOO con membrana Milltpore de 

0.22 wn. Antes de usarlo, se le ai\ade el suero fetal de ternera estérilmente. 

Amortiguador de Fosfatos lPBSJ 

Cloruro de sodio {tlaCl} --·----------------------·-·------

Cloruro de potaste tKCl) -----------------------·-··-----­

Fosfato de sodto dlb&stco (Na2HPD4 l ---------------------­

FosfátO de 4ctdo de potaste (KH2P04) -----~---------------

Agua destilada, c.b.p, ----~-----------------------------

SoluctOn de Azul de TrtpanC'I 

AZul trtpano ----------------------~---------------------
SoluctOn saltna tsot6ntca --------------------------------

Marcaje de Cfilulas con Ttmidtna Trtt1ada 

3H·mett1-ttmtd1na {New England Nuclear} acttvtdad especfftca 

6.7 iiCt/IMlol, lote Nr. 1258.042 --------------------------

B g 

0.2 9 

0.95 g 

0.2 9 

l 

0.4 g 

100 ml 

4 µCt/ml 

la ttmtdtna vtene en agua estfiril {5 mCt en 5 ml}t se disuelve en MEMO P!. 

ra obtener una concentract6n de 4 ¡JC1/m1. 
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Lfqu1do de Centelleo 

POPOP (1,4 b1s 2-(5-fen1loxazo111) -benceno; fentl-

oxazo11fentl-oxazolilfentl)(S1gma) ----------------------- 1.2 g 

PPO t2.5 difen11oxazo111) (Sigma) ------------------------ 12 ' 

Tolueno -------------------------------------------------- 3 

Cuant1f1cac16n de ADN 

Acido Perc16rtco IN 

Actdo percl6rico (70-72%) -------------------------------- 8.62 ml 

NaOH 0.3 N (1.2 g/100 ml) c.b.p. ------------------------- lUO ml 

01fen11am1na 

Otfenilamina --------------------------------------------- 1.5 g 

Ac:1do ac6ttco glacial ------------------------------------ 100 ml 

H2so4 concentrado---------------------------------------- 1.5 ml 

Se prep1r1 al momento de usarlo y se guarda en la oscuridad, 

Aceta 1 deh1 do 

Acetaldehido (99% de pureza) -----------------------------

Agua destilada -------------------------------------------
Se guarda a 4°C. 

Reactivo de Burton 

Reactivo de D1fen11am1na 

Soluc16n de acetaldehido 

Se prepara al momento de usarlo. 

Estlndares 

Desoxinucleato de Na 
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0.5 ml 

25 ml 

20 ml 

0.1 1t1l 

0.2 mg 



NaOH 5 mM (0,02 g/100 mi) ----------------------------·--- l ml 

Se guarda a 4ºC. Se mezcla V/V con ll:c1do percl0r1co 0,5 N para obtener 

una concentrac16n final de 100 ug/ml, 

Anticuerpos Ant1-Histoplasma 

Amortiguador de Fosfato de Sodio pH: B.O 0,1 M 

Soluctlin A: (0.2 M) 

NaH2Po4··H20 ----------------------------------------------

Agua destilada c.b.p. ------------------------------------

Soluc10n B: (0.2 H) 

NaHP04•7H20 ----------------------------------------------

A~ua destilada. c.b,p, ------------------------------------

Soluc16n A ----------------------------- 26,5 ml 

SoluciOn B ----------------------------- · 473.5 ml 

Agua destilada ------------------------- 500 ml 

Amortiguador de Citratos 0.1 H 

27.6 g 

53.6 g 

Actdo cftrico (C6H8o7·H20J ------------------------------ 21 g 

Agu1 desttl•da c.b,p. ----------------------------------- 1 1 

Se ajusta a diferente pH con la solucilin de: 

Fosf1to dtb•sico de sodio lNa2HPD4·2H2oJ -----------------

Agu1 destilada -------------------------------------------

Trts-HCl pH: 9.0 

Trtzma bise (Sigma) -------------------------------------­

Agua destilada c.b.p, ------------------------------------

Acido el orhfdl"'ico lHCl) ( 1 N) ----------------------------
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17 .B g 

1 1 

6.055 g 

5 ml 



Marcaje de Protefnas de 1"*3nbrana con 1251. 

Lactoperoxtdasa {Sigma) ----------------------------------

Glucosa -------------------------~-----------------------

125
1 {AmershamJ ------------------------------------------

Ioduro de potasio (KJ) -----------------------------------

Nontdet P-40 (NP 40) (Stgmo) ------------------------------

Fluon.iro de fentlmet11 sul fonil l PMSF) {Sigma) ------------

Metano\ --------------------------------------------------

2 mg/ml 
(POS O.DI M) 

15 U/ml 
(POS) 

0,9 m9/ml 
l PBS) 

10 mCt/10 111 

5 mH 
(POS) 

0.5 i 
(PBS) 

0.017 g 

1 ml 

A 1 ml de metanol. se agregan 0,017 g de PH5F.De esta solución se colocan 

100 u\ por cada 10 ml del NP-40 al o.si. 

Electroforests 

SOluc16n de Acrtlamtda 

Acrtla .. idl ---------------------------------------------­

BtS1crt1 .. 1d1 ---------------~---------------------------
Agu1 desttl•da c.b.p. ------------------------------------

Gel inferior (Volumen aproxtmado 29 ml) 

Soluc16n ~ acrtlllltda ----------------------------------­

Tris-bise ZM pH: e.e -------------------------------------
505 (dodectlsulfato de sodio) al 101 ---------------------

Agua destilada -------------------------------------------

Persulfato de amonto 10 mg/ml) ---------------------------
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30 g 

O.B g 

lOU ml 

9 .66 ml 

5.5 ml 

0.3 ml 

1~.5 ml 

0.5 ml 



Se desg1sif1ca 2 m1nutos con agttact6n al vacfe, 

TEMED lN,N.N' ,N '-tetramettlettlendiallliM) ---------------­

Se desgas1f1ca 2 minutos con 1gitaci6n •l vacfo, . 

Se vacfa a la clnra previamente montada y se deja gelificar. 

D.01 ml 

Se coloca el "peinen fonnador de carrnes y se prepara el gel superior. 

Gel superior (Volumen ap~ox tmado 7. 5 ml) 

Soluct6n de acrilamtda -----------------------------------

Trts-HCl zM pH: 6,8 --------------------------------------

SOS (dodec11sulfato de sodio) al 10~ ---------------------
' 

Agua destilada -------------------------------------------
Persulfato de amonio (lO(mg/ml) -------------------------­

Se desgastftca 2 mtnutos con agitactOn al vacfo. 

TEMED·(N.N,N',N'-tetramettletilendiamtna) ............................. .. 

Se vierte en 1• cl1111ra y se deja geltftcar. 

Se retin el peine y se elimina el agua que resta. 

o.e ml 

O, 25 ml 

0,08 ml 

6 .46 ml 

0,4 ml 

0,003 ml 

Se llena la ca.n con el amortiguador de trabajo Trts-g11ctna-SDS hasta 

las dos tllrcens partes¡ se colocan las 11\lestras en los carriles y se termina 

de llenar la clMn. 

En el prt .. r carril se corren patrones electrofor6ttcos de peso molecu-

lar cCll'loctda (Ptlal'lllcta Fine Chemtcals A.B.) 

fosfortlasa b -------------------------------------------- 94,000 Olltons 

Alballtl\a slrtca bovina ----------------------------------- 67,000 Dlltons 

Ofalbdlttna ----·------------------------------------------ 43,000 Dllton~ 
Anhtdrlsa carb6ntca ........................................................................... 30,000 Daltons 

lnhtbtdor de trtpsina de soya ...................................................... 20,000 Dlltans 

u-lact01lbGnlin1 ............................................................................... 14,000 Dlltons 
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Amortfguador Tr1s-qlfcina (Sx) 

Trfs base -----------------------------------------------­
Glicina--------------------------------------------------

Agua destilada c.b.p. ----------------------------------

Solucf6n de Trabajo 

Amortiguador Trfs-glfcfna Sx -----------------------------

SOS al 101 -------------------------------·----------------

Agua destilada c.b.p. ----------------------------------

MJes tra Cocte 1 

sos ----------------------------------------------------­
a-mercaptoetanol* ----------------------------------------

EOTA (Acfdo etflendfamfnotetra-acétfco} ------------------

Glfcerol -------------------------------------------------

Azul de bromofenol --------------------------------------­

Tris HCl pH: 6,8 2M ------------------------------------

Agua destilada c.b.p. ------------------------------------
*El e-mercaptoetanol se agrega en el ma:iento de usarlo 

Tfncf6n de Azul de Coomaissfe 

Azul de Coomassfe ---------------------------------------­

Hetanol -------------------------------------------------­

Actdo acético --------------------------------------------

65 

12 g 

57 .6 g 

200 ml 

B ml 

0.1 

100 

g 

ul 

0.0074 g 

ml 

una pfzca 

0.256 ml 

10 ml 

0.3 9 

150 ml 

50 ml 



~ ~:-~ --------------· 

;,-~ ~-~-.:::.:¡,; ~--1: J_ --------------

~Y. ~~ ,liL~ -t-"'.: ~"'.".l'm:. ":2rt':Z ~u. S-Z':'l.i.i.:-:•. ~tt'.'":~ ... ~ ~'). ... ~ .. 

-~ ! jo~J f,v.aw .• 

llaCl -------------------------.... 

~Cl -----------~------------------·-- t ~ 
C.tl2 ---~--~~-------------········ 1 ~ 
HgC1 2°6H.20 ------------------·······- IJ 

Agua destilada -----------·-----·-···· \ \ 
Solución B ""zHP04 --·--------·------··---·····•·• 11.b y 

KH2P04 ------------------·-··--·-···-- ·~ \.1 

Agua destilada ---------------·--·---.. 1 1 

Se mezclan 100 ml de la solución A con 100 ml do ln Soluc lt'l11 11 y "" nturntt 

o l litro con agua destilada. 
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Soluc16n de albúmina sértca bovina al 5'.t, 

A 100 ml de amortiguador de fosfato salino pH: 7.2 se agregan 5 g de nltú­

mina s6rica bovina (Sigma). 

Solucf6n de PBS/Tween al 0.51 

A 1000 ml de amortiguador de fosfato salino pH: 7.2 se agregan 5 ml de 

Tween 20 (Sigma). 

Soluc16n de PBS/Tween/BSA al 0,5% 

A 100 ml de la soluci6n de PBS/Tween se agregan 0.5 g de albúmina s6rica 

bovina (Sigma), 

Amortiguador de citratos 0.1 H pH: 4,5 

Solucilin A. Acido cftrico 0.1 H (i!l.01 gen 1000 ml de H20) 

Solución B. Citrato de sod1o'2H20 0.1 H (2g,41 g en 1000 ml de H2D) 

Se mezclan 28 ml de la Solucilin A con 22 ml de la Soluc16n By se afora a 

100 ml, 

Soluc16n de sustrato 

Amortiguador de citratos pH: 4.5 ------------------------- 10 ml 

0-fenilendiamina (Sigma) --------------------------------- 10 mg 

H2o2 al 301 ---------------------------------------------- 4 ~1 
Se mezcla perfectamente y se protege de la luz. 

Soluc16n de H2S04 1 M 

Se agregan 5.55 ml de H2so4 concentrado a 100 ml de agua destilada, 
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Antt-tgG de rat6n acoplada a pcroxtdasa (Sigma) 

Se d\luye según las indicaciones del preparado comerctal. 

~ (G1bco) 

Se usaron partfculas de Latcx de 2 µ de diámetro. 

~ 

Sa.ngre de carnero ---------------------------------------· 90 ml 

Citrato de sodio al 10% ---------------------------------- 10 ml 
Se dejan reposar a 4"C durante 7 dfas 

Dfa de uso: 

se lavan 2 ml de la suspens16n de eritrocitos con amortiguador veronal­

barbttal-gelat1na (G.V.B.) 3 veces a 1800 rpm durante 10 minutos. 

Se prepara una suspensi6rt al 2% con G.V.B. (0.25 ml del paquete lavado en 

12.5 ml de G.V.B. 

Hemolis1na (M1crolab; preparada en conejo y suspendida en glicerol, t1tulo 

1:1200•1U). Se prepara una soluc16n con 2U de hemoltstn~ por mililitro, 

(0,05 ml de la hemoltstna m&s 29.95 ml de G.V.B. • 2U hemoltttcas). 

se mezcla V/V la suspensi6n de gl6bulos rojos al 2't con la ht!llol 1s1na pr~ 

parada a 2U. 

se incuba a 37"C durante 30 minutos, agitando cada 10 minutos. 
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