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RESUMEN

i.os eventos involucrados en la fagocitosis de la fase Tevaduriforme
de Histuplasma capsulatum se conocen poco. En este trabajo fueren estudia
das 1a cinética y la participacidn de los receptores Fc en la fagocitosis
de este hongo, Las células Tevaduriformes se fncubaron a 37°C durante
30' con antfcuerpes de ratén anti-Histoplasma (IgC totales, IgG]. Igﬁza
e IQGZb)' Tambié&n se ut1l1z5 IgG normal gomo control. Antes de permitir
la {ngestidn a 37°C, Tas levaduras opsonizadas fueron Tavadas varias ve-
ces, ajustadas a una relacin de 5:1 con respecto a los macréfages y colp
cadas entonces sgbre yna meonocapa de magréfagos de la 1¥nea J774.2. Se
permitid 12 adherencia a 4°C durante 1 hora para sincronizar la ¥ngestién
del int_iculn. La movilfzacién de receptores Fc durante el proceso Se ob-
servé por tres métodos distintos: )a fodinacisn (1231) enzimstica de las
protefnas de membrana, una prueba de ELISA modificada y por célu]as'fonn_a_

doras de rosetas,

Nuestrps resultados mostraron, cuando se emplearon 1gGs especificas,
una desaparicitn critica de receptores Fc de la superficie de)l macrSfago
a los 15' de {nfeccidn.

Se detectaron diferencias en Ta cinética al emplear levaduras vivas
y myertas, siendo mfs Tenta la fngestién de las vivas, Observamos también
un aisento de receptores, con los tres métodos, en los tiempos més Targos,

Estos hallazgos sugferen una importante participacifn de los recepio-
res Fc en la fagocitosis de H. capsulatum y establecen diferenclas en la

fnteraccibn de las Tevaduras con 10s macriifagas.
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INTRODUCCION

La fagocitosis es el proceso mediante el cual las c&lulas eucarfotes in
gieren partfculas o elementos solubles en el medio. Es la fn'nna de alimenta
cifin de organismos unicelulares tales como las amibas, capaces de {ingerir
grandes partfculas rodefndolas con la membrana celular y formando vacuolas
que se fusionan con los 1isosomas. Estos contfenen en su interior enzimas 31
ticas capaces de digerir las particulas, pasando los productos del proceso
digestivo al citosol para ser utilizados como nutrientes. La mayoria de las
células de los organismos pluricelulares son jncapaces de {ngerir particulas
en forma eficfente, dejando esta tarea a dos tipos de células especialtzadas:
los Teucocitos polimorfonucleares (PMN) y los macrbfagos. Ambas poblaciones
utilizan bisicamente el mismo mecanismo de ingestién que las amibas, encargin
dose de la defensa contra microorganismos fnvasores y los macrdfagos eliminan
células dafadas o envejecidas. Durante mucho tiempe se asignaron a los macré-
fagos exclusivamente estas funciones pues su retacién con el aparato inmune

se describid mis adelante.

La historia del conocimlento de los fagocitos mononucleares se asocia ori
ginalmente a hist6logos tales como Von Recklinghausen {1863), Ranvier (1900},
Marchand (1898}, Ziegler {1830) y Gravitz (18%0). Sin embargo fue Metchnikoff
(1905) gquien comprendiS plenamente sus capacidades y tamblén quien relaciond,
en estudios comparativos,las funciones fageciticas de los amebocitos de meta-
zoarfos con los macr6fagos de vertebrades. Asimismo sefiald su importante par-
tictpacidn frente a los agentes infecclosos y otras formas de estimulos
inflamatorios. Posteriommente Goldman (1909}, Tschaschin {1913) y Kiyo-

no {1914), empleando métodos con colorantes vitales, ampliaron estas observa
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clones y mostraron la abundancia de estas células,su amplia distribucidn
¥ su localizacifn tisular, 1legando al concepto de un "sistema" de células
de localizacidn ubicua, con similitudes funclonales que Aschoff,en 1924
depoming “sistema retfculoendotelial®, En la actualidad se acepta en la

nomenclatura bajo la designacitn de "sistema fagocftico mononuciear” {1).

La clasificacitin y aisiamiento de poblaciones homogéneas de fagocitos
wononucleares ha sido diffcil por 1o que sus propiedades metabglicas y fun
cionales permanecieron oscuras durante largo tiempo. Con técnicas citoldgi
cas y bioquimicas actuales, se ha podido avanzar en este campo si bien si-

guen existiendo incdanitas por resolver.

£l origen y destino de pstas células se ha podido dilucidar gracias a
estudios cinéticos cuidadesos, empleando timjdina tritiada, rastreindolas
desde que son células estamipales en miidula Ssea, hasta q\i:e se diferencian
en macréfagos y se ubican en diferentes sitios donde ejercen sus funciones

bajo diversas denominaciones (Cuadre 1).

El témlno "macrifage” ha sido usado genfricamente para denominar a
una amplia variedad de células fagociticas localizadas en diferentes teji-
dos, que 5i bien derivan de un precursor hematopoyético comiin y presentan
algunas caracterfsticas semejantes como abundantes 1isosomas. receptores
para 1a porcidn Fc de las inmunaglobulinas y el cosponente C.b del comple-
menta, funcionan de manera diversa seg(in haya sfido su historia individual,
En 12 actualidad existe una cierta tendencia a Hamarlas: "células presen-
tadoras de antfgeno™, “macrGfago activado”, "macrofago citotSxico*, etc.

(2, 3).

La capacidad que poseen los macrifagos de ingerir moléculas tanto soly

3



CUADRO 1
SISTEMA FAGOCITICO MONONUCLEAR

C&lula estaminal MEdula dsea
Prosonocito

Monocito Sangre periférica
Macrifago:

£&lula de Kupffer —————- Hfgado
Macrdfago alveolar ———-—— Pulmén

Tejido conectivo
Histiocito Médula Osea

Macréfagos fiJas.,y 1ibres —— Bazo

:I:::g:‘:gus Plevrales y peri ~—- Cavidades serosas

-C&Julas de Langerhans ——— Piel

Microglia Sistema Nervioso Central

C&lulas epitelioides y
gigantes ————— Graptlomas




bles como particuladas e¢s tan grande, que ello los diferencia del resto de
las cflulas fagoctticas, incluyendo a 1os PMN, ya que son capaces de inge-
rir un espectre mayor de moléculas, comp partfculas menores de 0,1 y 0 mo-

T&culas solubles a través de receptores (1).

Aunque se sigue empleando el término fagocitosis para denominar al fe
némeno mediante el cual una particula es ingerids y digerida, actuaimente
existe el consenso para dencminar fagocitosis aexclusivamente al proceso de
ingestién, 1lamindose a los eventos posterieres por separade: fusién fago-
soma-1{sosoma, digestifn y exocitosis.

El proceso de ingest{én de partficulas se divide en dos fases: l1a pri-
mera se deromina adherencia y comprende un grupo de interacciones, epecifi
cas o no, de 1a particula-con 1a superficle externa del macrffago, Es un
proceso pasive de tipo unidn receptor-ligando, que po requiere gasto de
energla. La sequnda es propiamente la introduceidn de la partfeula e inclu
ye fusitn de 1a membrana a su airededor con l1a consecuente formacién de
una vacucla fagocftica o fagosoma, Esto es ya un fendmeno activo, con de-

pendencia de 1a temperatura y con un alto gasto energético.

Los mecanismos .involucrados en Ya fase de ingestién requieren de pro-
telnas contrictiles en el citoplasma de macrdfagos, sugiriendo un mecanis-
mo por el cual la energfa quimica 1iberada durante 1a ingestifn puede aco-
plarse a los procesos mecdnicos requeridos para 1a mavilidad de la membra-
na y la interiorizacién de una partfculz {4, 5). Aunque muchos investiga-
dores han sugerido la participacién de los filamentos contrictiles del ci-
toesquelets, para otros no estd clara su participaci6n en la introduccidn

de pequefas vesiculas (6).



Existen dos términos que han se han empleado clésicamente para carac-
terizar )2 actividad de Ingestitn: pinocitesis, cuando se trata de molécu-
tas solubles {<0.5 u} y fagocitosis cuando son partfculas'(>0.5 u). Sin
embargo, el tamafio exacto de? material que divide ambos procesos no estd
biten definido (7). El témino endocitosis se reserva para la ingestidn
de moTéculas sclubles a través de un receptor especifico y se Te 1lama
“endocitosis mediada por receptores”. 5e han descrito algunas diferencias
en los mecanismos involucrados en estos fenlmenos (endocitosis mediadz por
receptores, pinocitosis ¥ fagocitosis): algunos agentes que interfieren
con la respiracidn y la fosforilacidn oxidativa deprimen la actividad ping
cftica y no la fagocitosis, mientras que ocurre 1o contraric con la glich-
1isis. Asimismo €] fluorure, el iodoacetate y la 2-desoxiglucosa inhiben

1a fagocitosis y no la pinocitosis {1, 8, 9).

La fagocitosis se realiza a través de receptores y se 1leva a cabo me
diante un mecanismo semejante al de una crerral‘lera:de manera que 10s recep
tores del macr§fago se van uniendo a Tas moléculas complementarias de Ta
partfcula hasta rodearla por completo. Este mecanismo fue demostrado por
Griffin y Silverstein en un elegante experimento (10): AAadieron anticuer-
pos anti-linfocito a uma poblacién de linfocitos y permitieron que ocurrie
ra 1a formacidn de casquete polar {capping); entonces lo pusieron frente a
macréfagos, observando que la fagocitosis no se podfa llevar a cabo; al es
tar thas las moléculas reclutadas en un solo sitio, el macréfago no podia

ir uniendo sus receptores fc para rodear al linfocito.

Se han descrito mis de 30 receptores especificos en macréfagos {3) y

105 involucrados en la fagocitosis se citan en el Cuadro 2,



1)

2)

3)

CUADRO 2

RECEPTORES DE MACROFAGOS

RECEPTORES )IRMURDLOGICOS.

Receptores Fc. Se conocen por 1o menos tres receptores distintos
pard la fraccibn Fc de las mol&culas de immunoglobulina G FeRl pa
ra 12 subclase Inga. FcR11 para !gG! e IgISZb y FeR1TL para 1aG,
{11, 12, 13).

Receptores para Complemento. En la actualidad existen reportados
receptores para los fragmentos Cab. Csb "u\.' CBM. cdb Yy c3d inva-
lucrados en el proceso fagocftico (14, 15, 16, 17).

RECEPTORES NO INMUNOLOGICOS.

Receptor para Manosa-Fucosa. Este receptor se une a glicotonjugados
con residups terminales de manosa yfo fucosz {18, 19, 20).

Receptores para Fibronectina, Lactoferrina y a-2 macroglobulina (21,

22, 23, 24, 29).

RECEPTORES NO ESPECIFICOS.

Estos reconocen partfﬁ:ulas por sitios hidrofSbicos, y son los que me
dfan la ingestifn de particulas inertes como por ejempio Tatex {26).



La unidn de partfculas a estos receptores y su desplazamiento poste- -
rior produce un ripido reagrupamiento de microfilamentos contrictiles {acti
ny m‘los-ina] por debajo del sitio de contacto {27). Estos receptores geme
ran sefales en el macrifago, algunas de las cuales promueveﬁ la fagocitosis
y disparan los mecanismos oxidativos: “estallide respiratoric® y la secre-
cifn de enzimas 1isosomales a través de mecanismos de activacitn de enzimas
unidas a 1a membrana como la NADH-oxidasa y la protefna-cinasa (28). Por
otro lado existen sefiales que no inducen cambios y que no conducen conse-
cuentemente a la fagocitosis. Por ejemplo, los receptares Fc median la ad-
herencia e ingestisn de partfculas cubiertas con 196 (29), mientras que
los receptores para Cy median 12 fase de adherencia pero no su ingestidn,
aunque cuando los macrdfagos han‘ sido activados, ingieren activamente eri-

trocitos cublertos con Cqy {30, Nnj.

En 1a endocitosis mediada por receptores, muchos de los 1igandos solu
bles pepetran 2 1a célula unidos & los receptores reclutados en pazos recu

biertos de clatrina, que formardn l1as vesfculas recublertas de clatrina,

Se habfa descrito que la fagocitosis era el dnico caso de ingestifn
por adherencia en que los pozos ¥y vesfculas recublertas de clatrina no juga
ban un papel importante {32).Sin embargo, Aggler y Werb (6) han encontrado
que aproximadamente 1a mitad de los fagosomas observades despu€s de un bre-
ve perfodo de fagocitnsis {2-5 min )} presentan &reas asociadas a la clatri-
na. La funcidn de la clatrina en 1a ingesti&n de moléculas y de particulas
mediada por receptores adn no ha sido aclarada, pera se sugiere como
posible funcifn la de mediar el reciclale masivo y répido de los receptores
incluldos en las vesiculas a la membrana plasmitica, después de un estimulo

endocitico o fagocttico.



Les macrdfagos pueden recambiar completamente su membrana plasmitica
cada 30 minutas exclusivamente par pinocitosis (33). Lia membrapa asf in-
troducida reaparece en Ya superficie 2 1os 10 minutos (34) ¥ se ha observa
do que las proteinas de membrana de los fagosomas tambifn son reciciadas
muy ripidamente (35, 36), Ademds algunos receptores especificos regresan tan

ripide a 1a superficie que es diffcil disminuir su ndmero efectivo o basal{1a),

EY raceptor Fc unido a la 1aG parece tener un destine dual, reciclip
dose algunos receptores y digiriéndose otros en los fagolisosomas {37).
£5to sugiere que el destino de Yos receptores varfa dependiendo de su na-
turaleza y funcién, aungue 1a mayor parte de ellos parecen ser reciclados,
1iberando al 1igando al acidificarse la vacuola fagocitica, reutilizdndo-

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

Cuando la partfcula ha sido englobada en una porcifn de la membrana
plasmitica y se ha formado e} fagosoma, ocurren una serie de eventos enca
minados a digerirla. Inicialmente se presenta la acidificaifn del fagoso
ma {40}, posteriormente @ste es dirigido al centro de 1a célula donde se

fusfona con 1isosomas primarios, infcidndose ast el proceso de digestifn,

Los mecanismos mediante Tos cuales los macrdfages digieren y eliminan
a los microorganismos, operan de dos maneras separadas duvante el procesp
fagocitico: una dependiente y otra independiente du;l oxfgena. El pardsi-
to es expuesta a perGxido de hidrigeso {H,0,) y a otros derivados del oxf
geno en la vacuola fagocitica, o incluso en el exterior del macréfago,
quedando expuesto 38 T1a accibn de las enzimas lisosomaVes. Al activarse
el macrdfago por linfocinas y otros factores activaderes, se le capacita

para eliminar al parfsito. Todavia no estd establecido si los macrbfagos



normales y los activados utilizan vfas microbicidas similares y la diferen
cia en efectividad es cuantitativa, o si Jos macréfagos activados adquie-

ren caracterfsticas cualitativamente diferentes.

£l mecanismo microbicida dependiente del oxfgeno parece ser el de ma-
yor importancia en los ma;:rﬁfagos {#1). La estimulaci6n de la membrana plas
mitica por 12 adherencia de un 1igando apropiado, estimula la NADPH-oxidasa
membranal que cataliza la reduccifn de 0, del medio al radical Dz'. La
formacisn da Hzoz puede entances ocurrir espontSneamente o ser catalizada
por 1a superdxido-dismutasa. En los granulocitos {PMM, easinbfilos y basd-
filos) 1a toxicidad de estas sustancias aumenta considerablemente por la
reaceibn catalftica de 1a mieloperoxidasa y de jones haluro (42). Los macr§
fagos carecen demieloperoxidasa pero se cree que la catalasa puede actuar
de manera similar. Ademds, es posible que los macréfagos utilicen la pero-

x{dasa de los granulocitos para aumentar su capacidad microbicida (43},

Los mecanismos independientes del oxfgeno han sido menos estudiados,
pero parecen jugar un papel importante en 1a funcifn microbicida y consis-

ten bisicamente en 1a accibn de Jas enzimas 1iticas lisosomales (44).

Algunos pardsitos, en especial los intracelulares, som capaces de
multiplicarse en el interfor de los macrdfagos. En elles se han desarro-
1lado ingeniosos mecanismos que Tes permiten escapar de 1a destruccién en
diferentes ctapas de) proceso: impidiendo su reconocimients y adherenciai
por inhibicién de 1a fusifn fagosoma-lisosoma; por resistencia a l1a ac-

ci6n de las enzimas 1fticas o escapando de la vacuola fagocitica,



PAPEL DE LOS MACROFAGOS EN LA DEFENSA CONTRA ENFERMEDADES INFECCIOSAS.

ia participacién de 1os macr&fagos en la defensa del huésped ha recibi
do una gran atencién desde las contribuciones originales de Metchnikoff.
En la reaccidn iniclal de defensa contra microorganismos invasores, se s5a
be que participan tanto PMN como macrdfagos y que el nimero inicial de am
kas poblaciones en el sitlo de 1a infeccidn aumenta durante la respuesta
inflamatoria. Sin embargo, a diferencia de los PMN, los macrdfagos son ca
paces de aumentar su resistencia durante las condiclones generadas en el
proceso inflamatorio, Metchnikoff habfa observado que los fagocitos mono-
nucleares de animales resistentes a ciertas infecciones bacterianas mes-
traban ser mis effcientes para ingerir y matar a estos gérmenes. La adqui
sicidn de resistencia a nivel celular esti influenciada por factores inmu

nolbglicos especificos y no especificos y por factores no {nmunalfgicos.

Mackaness y cols. en la década de los sesenta fueron los primercs en
1amar macrbfagos "activadas“a aquellos de mayo;- tan}aho ¥y agresividad,
responsables de ejercer la funcidn efectora microbicida (45). Posterior.
mente, en 12 década de los setenta, Evans, Alexander, Hibbs y Remington
encontraron que estos macrdfagos también eran capaces de destruir cé1uias
neapldsicas (46, 47).

Se ha definido 12 activacifn de los macrdfagos como 1a “adquisicibn
de competencis para mediar o completar una funcibn compleja®, es decir co-
mo Ta manifestacién de una habilidad aumentada para realizar una “"tarea”
{3). Esta definicibn 1leva implicita una distincibn entre las “funciones
complejas® como ia muerte microbiana o tumoral y las “capacidades fislol§

gicas" con que se realizan, es decir, el nimero de receptores Fe, el con-

i1



tenido de enzimas 1fticas, etc.

Se han realizade ipvestigaciones sobre el desarrolle y maduracibn de
los macrifagos, las protefnas de la membrana plasmdtica, receptores, pro-
ductos de secrecidn, constituyentes intracelulares, asY como sobre las ca
pacidades fisfolbégicas y bioquimicas que son requladas durante el proceso

de activacién.

Lz infiuencia de los 1infocitos T inmunes sobre el aumento de la re-
sistencia y Ta activacifin de los macrfifages ha sido motivo de atencifn
desde que empezaron a estudiarse los fenfmenos de hipersensibilidad tar-
dfa y los diferentes efectos de las linfocinas liberadas por los linfoci-
tos T estimulados sobre los macrifagos. Entre las miitiples funciones de
Tas linfocinas, cabria destacar algunas como: 1) el aumento en Ta funcién
de presentacifn del antfgeno, al parecer por reclutamiento de macrdfagos
1a* {48, 49); 2) el aumento en 1a funcién microbicida por activacién del
recambio de fosfolfpidos, con el consiguiente aumento en la capacidad de
respuesta oxidativa (50) ¥ 3) la produccifin de mlEculas amplificadoras,
como 1a Interleucina 1 (I1-1) inducfendo o influyendo en Ta actividad de
otras células y factoreé. favoreci&ndose e] desarrollo de una respuesta

inflamatoria en el foco de infecciSn {28).

Los produ'r.tas de secrecifn del macréfago, en tecrfa, permitirian la
regulacibn positiva y/o negativa de numorosos eventos de retroalimentacién
en la respuesta inflamatoria. Sin embargo, falta todavfa confirmar su exis

tencia y signfficado in vivo (28).



ANTECEDENTES DE LA FAGOCITOSIS EN Histoplasma capsulatum.

El Histoplasma capsulatum es un pardsito intracelular facultativo con

gran afinidad por el sistema fagocTtico mononuclear por o que constituye
un excalente modelo de infeccifn intracelular. La sobrevida y multiplica-
citn del hongo en los macrdéfagos es un factor importante en el desarrolle
del cuadro infeccioso. Cuando 1a infeccién se instala, al parecer los meca-
nismos del hufsped para destruir al hongo presentan alguna alteracion, sea
por que existan fallas propias del fagocito o de otras ramas de 123 respues
ta inmune, o bien porque la reaccibn entre el hudsped y el pardsito produz
ca un balance favorable a) pardsitoc en €1 momento en que se desencadena la
infeccidn: {dosis elevada, inmunosupresidn ocasiomnal, etc,) (51). Son es-
casos los estudios sobre el fenbmeno fagocftico en Ta histoplasmosis. Se
conote la participacién de células Tinmunes cn la activacidn de macrSfagos
favoreciendo el proceso de eliminacidn del honge (52, 53). Tanbién se ha
estudiado 1a influencia de 1a pared del hongo en e} fendmenu fagocftica
{54} y se ha detectado 'que el hongo es capaz de activar la via alterna del
comliemento facilitando asf, posiblemente, el evento fagocitico {55). E1
destino del hongo en los macrifagos provenientes de animales fnmunizados
fuf inicialmente descrito por Hi'l‘l y Marcus (56) guienes encontraron inhi-
bicitn del crecimiento intracelular de Histoplasma, observando que el anti
cuerpo no ejercia efecto socbre l1a ingestibn y la digestién intracelular
del hongo. Sin embargo, ha sido observado un incremento de 1a ingestidn
del hongo por el mﬁcﬁfagn del huésped, utilizando anticuerpos anti-pa-
red celular {54). Por otro lado, Holland ha observado también que Tos ney
tr6f1los y monocitos humanos requieren factores séricas para ingerir y ma-

tar levaduras de H. capsulatum (57). Estos conocimientos no explican los
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casos en que el hongo vence al ststema de defensa fagocitarfo., Dos grandes
incégnitas persanecen sin explicacifn: lcfmo agrede el hongo al fagoc{to?
ic6mo escapa el hongo a la muerte intramacrofigica? Finalmente, la {nforma-
¢i6n acerca del tipo de receptores, asy como del papel que juegan en 1a adhe
rencia e ingestién del hongos es desconocida. Siendo 1a fagocftosis 1a vwia
final de eliminacidn del pardsita, es de fundamental importancia entender
los eventos fnicfales que ocurren entre el hufsped y el parfsito en este
fendmeno.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

" Los macréfagos, en concierto con los mecanismos inmunes humerates y ce
Tulares son los efectores finales en 1a destruccién de los parfsitas una
vez que los han fngerido, E! estudio de Jos mecanismos de reconocimento mo-
lecular invalucrados en 12 interaccitn de los microorganfsmos con los macrd
fagos, y el entendimiento de cémo estas Interacciones co.ntribuyen a la eli-
minaci6n de invasores o a su capacidad de sobrevivir en el huésped, son fup

damentales para el avance del conocimiento de las enfermedades infecciosas.

La histoplasmosis es una infeccidn intracelular en 12 que estos aspec
tos se desconocen casi totalmente y creemos que el contacte fnicial y la
unisn del hongo & los receptores de Ta membrana plasmitica, juegan un papel
importante en €1 destino final de las levaduras fagocitadas,

Con e] proplisito de estudiar cufTes son los receptores que participan
en la fagocitosis de H. capsulatum y cudl es el papel de los receptores pa-
ra la fraccion Fc de las fnmunoglobulinas {RFc) durante la cinética del fe-
ndmeno fagocftico realizamos este trabajo.

I
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KIPOTESIS,

Los receptores F¢ participan de manera {mportante en la fagocitesis
de Ja fase levaduriforme de Histoplasma capsulatum, facilitando su inges-
tidn,

OBJETIVOS,

- Caracterizar los patrones electroforéticos de las proteinas de mem
brana externa en 1os macrdfagos, rarcadas con 1251 gurante 1a cing
tica de la infeccidn e {dentificar los receptores que Intervienen

en el proceso fagocftico del hongo.

- Determinar el tiempo en que son ingeridas las levaduras cuando par
ticipa el receptor Fc (opsonizadas) y cuando no 10 hace (sin opsﬁ-

nizar),

« Caracterizar la uttlizacitn y reciclaje de receptores durante la

fagocitosis del hongo opsonizado ¥ sin opsonizar.

-~ Ildentificar sf existen diferenctias en el fenSmeno, utilizando dos

cepas de diferente virulencia.

ESTRATEGIA.

Se realizaron experimentos utilizande tres m&todos distintos (Cuadros
3, 4 y 5) bajo el mismo disemo experimental,
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CUADRD 3

MARCAJE DE PROTEINAS DE MEMBRANA
coN 1251

DISERO EXPERIMENTAL

MACROFAGOS
LINEA J774

CEPA 5037 CEPA 5037 CEPA "LEON
OPSONIZADA PEREZ"

ADHERENCIA A 4°C 1 HORA
LAVADO POSTERIOR

INGESTION A DIFERENTES
TIEMPDS

(o’, 5', 15', 30°’, &0, 120")
|
MARCAJE DE_MEMBRANAS
CON I
]

OBTENCION DE LAS
MEMBRANAS

CUENTAS TOTALES

ELECTROFORESIS

AUTORRADIOGRAF1A
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CUADRO 4

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

DISERD EXPERIMENTAL

MACROFAGODS DE LA

LINEA J774 ‘\\\\\\\\\\

LEVADURAS LEVADURAS LATEX
SOLAS OPSONI ZADAS :

(16Gy, l6Gp, 166, IGGNL)

ADHERENCIA A 4°C 1 HORA
LAVADO POSTERIOR

INGESTION A DIFERENTES
TI1EMPOS

(o', 5', 15*, 30', 60°, 120")
l

ELISA MODIFICADA

1
ANTI-ANTICUERPO
ACOPLADD A PEROXIDASA

REACCION REVELADORA
con OPD

LECTURA A 490 nM
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CUADRO 5

DETERMINACION DE LA MOVILIZACION DE RECEPTORES
POR LA PRUEBA DE CELULAS FORMADORAS DE ROSETAS

DISERQ EXPERIMENTAL

MACROFAGO DE LA

’////,/’ LINEA J774 ‘\\\\\\\

LEVADURAS LEVADURAS
SOLAS OPSONIZADAS

(166, 166yqrp ess 16GNL)

\\\\\ ADHERENCIA A 4°C 1 HoRA

LAVADO POSTERIOR

INGESTION A DIFERENTES
TIEMPDS
(D', 57, 157, 30', 607, 320"}
CELULAS FORMADORAS
DE ROSETAS

!

ERITROCITOS HEMOLISINA

CONTEQ DE CFR EN
MICROSCOPIA DE Lb2
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MATERIALES Y NETODOS

MATERIALES
MICROORGANISMDS .

Se emplearon dos cepas del hongo Histoplasma capsulatum: 1a cepa 5037 (de

menor virulencla) y la ceps “Lefn Pérez" (de mayor virulencia), registradas en

el cepario del Departamento de Ecclogfa Humana de la Facultad de Medicina de la
UNAM, mantenidas en fase levaduriforme a 37°C en medio BHl 1%quido debidamente

suplementado.

CELULAS.

Se utilizaron mecrifagos de 1a 1inea celular J774.2 derivada de un sarcoma
“de c&lulas re.t'lcu'lares de ratones BALBfc (58, 59}, que nos fue amablemente pro-
porcionada por el Dr. Federico Goodsaid del Instituto de Investigaclones §fomé-
dicas de 1a URAM, La 1fnea se cultiva en frascos de plistico {Nunc) en medio
MEMD debidamente suplementado, a 37°C y atmisfera himeds con t:l:)2 al 5%.

MEBIOS, REACTIVOS Y SOLUCIONES,

Todos los reactivos empleados, salvo 10 que se especifican, provienen de
Tos Laboratorios Merck de México, S.A. {ver apéndice).
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METOROS

DETERMINACION DEL TIEMPO DE GENERACION DE LA LINEA CELULAR J774.

Para tener un coniml adecuado sobre gl nimerc exacto de macrifagos
en cultlvo._sa determing ¢l tiempo de generacidn de Ta 1fnea y el de adap-
tacifn a -1a caja de cultivo, en las condiciores de nuestro laboratorio. P3

" ra ello se cuantifich el nimero de células al momento de sembrarlas yadi
ferentes t.uq:ns de cultive: 0', 24, 48, 72 y 96 horas. El célTculp del
tiempo de generacidn se hizo usando 1a expresisn del nimero d-e cflulas como
‘funcian de logz.- E1 nimero de células se convierte a logz multiplicando
€1 log comGn de Ta cuenta celu'lllr por el factor 3.3219. Se calcula enton-
ces el “_’92‘ del tiempo O' y el ;!e 48 horas; se resta el segundo del primero
¥ se divide 43 entre el resultado (60).

(2)» 10g,0',  (b)= Tog 48, {c)= a-b
Tiempo de generacifn = 48
El tiempo de generacifin fug m:mborldo por la relacifin protefna/AIN.

DETERWINACION DEL MMERD Df MFAGDS.

Se desprenden los ucrﬁfngc;s de los frascos de cultivo por agitacibn
mecinica, para contarlos y sembrarlos en placas de plistico {Costar ¥ Munc)
de 24 & 96 pozos. E1 conteo se realiza mediante 1a té&cnica de exclusifn de
azﬁl Tripano en una clmara de Nevhaver. Para poder corregir las diferencias
que existen en el nimero de macrifagos entre un pozo ¥ otro, en algunos ex-
perimentos se procedid a marcarias con timidina tritiada (3H-le!) - e
{4 ul:i1106 macrifagos). In el momento de sembrarlos y 24 horas después, se

ALY
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toman alfcuotas de 20 pi dv:» 1os sobrenadantes de los cultivos y se colocan
sahre papel filtro (Whatman We 3} de 1.5 cm de didmetro; se de~

Jan secar, se colocan en yiales, se les afizden § ml de 1Yquido de centelleo:
para cobtarlas en un contador Packard Tri-Carb 300, Del paquete celular
que se gbtiene en los experimngos de margaje de receptores con 1251. mar-

cado también con 3u-1dR, se toma una alicuota para contaria en la misma
forma.

CURMTIFICACION DE ADN EN LOS MACROFAGDS.

Para Ta cuantificacidn de ADM se uti1926 el método de la difeniiamina
{60): se lava Ta monocapa celular tres veces con PBS y pos‘t'eriomente se
Tava una vezx can 1 @) de &cldo percifirico 0.2 H. Se afisde 1 m} de Scida
percibrico 0.2 W a 4°C y se deja 10 minutos en hielo. Se elimina £) Scide
perctbrico y se afaden 0.5 ml de Ma0H 0.3 N incubando una hara a 37°C.

Se transfiere & tubos de centrifuga v se enfria nuevamente. Se afiaden

0.5 ml de fcido perclbrico a 4°C y se deja 10 minutos en hielo. Este paso
es para precipitar el ADN y Tas pratelnas. Se centrifuga a 5000 rpm duran-
te 15 minutos. E1 paquete se resuspende con 0.5 mi de Scido perclérico

C.2 N y se centrifuga a 5000 rpm durante 15 minutos. Se resuspende el pa-
quete con 0.5 ml de &cido perclérico 0.5 M. Se hierve en baho Marfa 3 90°C
durante 15 minutes con el abjeto de hidrolizar e¢¥ AN, Se centrifuga ¥
se conserva &) scbrenadante. Se lava el paquete con 0.5 m} de ‘Scida per-
cidrice 0.5 M, se centrifuga. ¥ se junta &) sobremadante con anterior.

£} pauete se disuleve en NoOH G.I N y se cuantifican las protefnas. Se
preparan estindares por dupticado de 5, 10, 25 y 50 ug de ADN por tubo,

¥ se afinde Scido percldrico 0.5 K hasta un volumen de 2 ml, Se prepara
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‘el blanco con 2 m1 de dcido perclérico 0.5 N. Se colocan 2 ml de las mues-
tras de extracto celular en tubos y a todos se les agregd 4 ml del reactive
de Burton. Se fncuban 16-20 horas a temperatura ambiente y se Tee la absor-

bancia a 600 rm.

DETERMINACION DE PROTEINAS.

Las protefnas se obtuvieron del paquete como se describe en la seccién
antel;ior {Cuantificacifn de ADN) y se determinaron por el método de Lowry
(61). '

INMUNIZACION DE ANIMALES PARA (IBTENCIOM DE ANTICUERPO AHT1-Histopiasma.

Se infectan ratones BALB/c adultos de 4 meses con la fase Jevaduriforme
de 1a cepa "Lefin Pérez" por via intraperitoneal {1P) con la dosis letal 50
{DL50): 1.7x10° levaduras/m! para las hembras y S.me."/ml para los machos,
Se observa 1a evolucidn de 15 a 30 d¥as. Se sangran los ratones cuando pre-
santan signos de enfermedad grave: pelo erizado, pérdida de peso y disminu-
cibn de actividad. Se separa el suero ¥y se almacena a -20°C.

‘ ]

OBTENCI(']N Y PURIFICACION DE INMUNOGLOBULINAS G(19G) ANTI-Histoplasma.

EY método para la obtencién de subclases de 1q9G fué simtlar al descri-
to por Ey, Prowse ¥ Jenkin {62). Una vez separado el suero se adicfonan
2 ml de fosfato de sodfo 0.1 M pH 8.0 por cada 2.5-3 m) del svero, Se ajus-
ta a pH 8.1 con tris-HC) 1 M pH 9.0. Se pre-equilibra la columna de sepha-
-rosa 4B-protefnz A con amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 8,0. Se aplica la

muestra de suero y se deja incubando de 20-30 minutos. Se pasa el suero por
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12 columna dos veces mAs, Se lava la columna con amortiguador de fosfatos
pH 8.0 (30 m1} hasta obtener una densidad Gptica de cero. Se comienza a
elulr infcialmente con el amortiguador de citratos 0.1 M pH 6.0 {30 m1) pa
ra colectar 19G,. Se Yava Ta colymna con 20-28 ml de amortiguador de ci-
tratos 0.1 ¥ pH 5.5. 3Se eluye 12 Ig(;za con 25-30 ml de amartiguador de
citratos 0.1 M pH 4.5, y finaimente se eluye IgG;.‘!b con amortiguador de ci-
tratos (.1 ¥ pH 3.5 {25-30 m1}. Se reequilibra Ya columna a pH 8.0 con
tris-HC1 pH 9.0. '

OPSONIZACION.

Una vez lavadas y contadas las levaduras en cimara de Heubauer, se -
Tes adiciona el anticuerpa apsonizante {1gG anti-Histoplasma), previamen-
te cuantificada su actividad segin Kozel y McGaw (63): Se coloca un nime-
ro constante de levaduras en unz serie de pozos y se afiaden cantidades
crecientes de la 1gG anti-Histoplasma a probar. Se incuba a 37°C durante
30' y se agrega anti-1gG {anti-1gG de ratbn obtenida en conejo, de patura-
Teza 1gM de Sipna). Se incuba 30' a 37°C.. Se observa en el fondo del pozo
Ta aglutinaci6n.

Segin 1a cantidad de levaduras requerida por experimento, y 1a 4nmuno-
globulina de que se trate, se adiciona la Ig6 al paquete de levaduras rosus
ﬁendido en madio de Eagle modificado por Dulbecco (MtHD). se incuba dl‘lfante
30" a 37°C.  Se centrifuga a 1500 rpm durante 30° para eliminar el anticuer

'po 1ibre y se restituye el volumen original con MEMD fresco.
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CWNETYSX IE FRELLTTISTE.
INFECITON fa -etoen IE WASOFREIS.

Za giamtrin Tos macrITirars G703 I ororep oantws g T CTHRROTRME o gatat

Ze oittfes Tfaxtar) Joe 20 comos zar: oS eATerimentus e todiado N x de

Al fioase)., Curinte 25ta serfodo 135 S3T413135 €2 323213 3 s Qoindioioimes
Az cultirm, %e uttlizar 1e157 cdiclas por meoze sora la rwodirecida Je redeots
[ = -
res, La10° parz ELISA ¥ 5210 para resetas. En 103 aberioeatos Je wnding.

cibn j& Jes afade 4 uli de timidina tritiada 2 cada pozo,

tn 21 moments de Y& infeccidn, se lavan las cdlulas y se agregs ol 4m
culo en una re‘la;:Mn de 5 Yevaduras por macrifago. Se perwmile la adherengia
durante 1 hora & 4°C. Se lavan para eliminar las levaduras no adhesidas,
se agrega medio de cultive y se incuban a 37°C en atmdsfera de l.‘(!a al By oy
rante diferentes tiempos: Q', 5*, 15*, 30', 60' y 120°, Una vez \rpnscuerd

do ol tiempo de fagocitnsis se procesan como s¢ indica mds adelanta para

105 diferentes métodos.

Para control de 1a viabilidad de Histoplasma, los Indculos sn sismhran
por plaqueo en cajas de Petri con BHI-A despuls de reallirada 1a Infagcifin,
Se incuban por 2-3 semanas a temperatura ambiente y se pbsarva 13 convursifn

a fase miceliana.

MARCAJE DE PROTEINAS MEMBRANALES COR 2257,

Al térming de 12 cinética de ingestin se lleva & cabo &) mbrcaje ra-
Jdipactivo con 1251 por el mitodo de Yodiraciln superficial sodificery par
waahard (54} usando lactopervaidase-glucose oridese porg mbrcar Yoot ratidion



de tirosina de las proteinas expuestas en la membrana externa, La lodina-

cibn se 11eva a cabo a 4°C, temperatura a la cual no hay fagocitosis, evi-

tando asf la marcaci6n de protefnas intermas.

Los pasos que se sfguen para ol marcaje son Tos siguientes:

1.
2.
3.

8.
9.
10,
11,
-
13.

Se lavan las células con PBS.
Se adicionan 15 yl de Ta enzima Jactoperoxidasa a pH 7.2,

Se afade enseguida el 125! previamente neutralizado a razbn de

‘80 uCi por 1x108 célutas aproximadamente,

Se agregan 8 ul de glucosa~oxfidasa por 1x10® macrafages y 45 ul
de glucosa. )

Se dejan Tos cultivos en hielo de 30 a 45 minutos.

Se lavan tres veces con foduro de potasio (KI) para detener la
reaccibn.

Parz solubilizar 1as proteinas marcadas se agregan 25 ul de

. NP-40-PMSF-Metanol.

Se dejan en hielo 30 minutos.

Se agregan 30yl de coctel de electroforesis,

Se depositan en tubos Eppendorf de 1 ml de capacidad.
Se hierven durante 4 minutos.

Se centrifugan a 10,000 rpm durante 15 minutos.

Se guardan en viales de plomo a -70°C.

Obtencibn de Cuentas Totales.

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

se encuentran las membranas celulares (en el precipitada quedan Tas leva-

duras y 1os organelos celulares}. Se toman alfcuotas del sobrenadante y
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dobie. Tadz Ya corrida se hace con agitacitn y en refrigeracidn.

Al terminar la corrida se tifen los geles con azul de Coomassie dejdn
dolos toda 12 noche. Se destifien con Scido acética al 103 durante 12-24 ho
ras, o calentande durante 1-2 horas, hssta que l1os geles se vuelvan transparen
teg.Se dejan de 2 a 6 horas en dimetiisuiféxido {DMSO) a) 0.2% para endure
cerlos. Para secarlos se colucan entre dos hojas de papel ce'h;fan remajsdas

en carbonato de sodio (H’azma} 2} 5% en un secador de geles Bip-Rad.

AUTDRRADIOGRAFIA.

Los geles ya secos, se cplocan en un cuaric oscure er contacto con und
placa radiosensible {¥odak) previamente sensibilizada con 1a iuz de un
Flash, dentro de un cassette hermdtico. Se maatient cerrado a temperatu-
ra de -70°C durante 5 dfas aproximadamente. Transcurride ese tiempo se
vevela 1a placa en un cuarto oscuro, calocando la placa en la solucisn de
revelado duvante 4.5 minutos: se lava con agua corriente y posterlormente
s& pasa 1a piaca a 1a solucisn fijadora por § minutos, deldndose al final

30 minutos en agua corriente con agitacidn,

PRUEBA DE ELISA MODIFICADA.

fara esta prueba se siembran los macrdfages {1x105} en placas de‘f:i&s-
tico de 96 pozes. LA infeccidn se realiza de manera fdéntica a l1a descrita
previamente para la iad{na{;.mn de protefpas de syperficie. ina vez trans-
curride ¢l tiempo desesdo de fagocitosts, Tos cultives se lavan y se fijan
con metanol durante 10 minytes. Se lavan con PAS y se tes afladen 100 y7 de

albGmina sérica bovina (ASB} al 5%. Se incuban durante 30 minutos a tempe-
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ratura ambiente y se lava nuevamente 6 veces con PB5-Tween. Posteriormente
se agregan S0 1l de anti-19G conjugada a peroxidasa @ cada pozo y se incuban
a 37°C durante una hora. Se lavan & veces con PBS-Tween, Se anaden 50 ul
del sustrato {ortofenilendfamina}. Se permite que se 1leve a cabo la
reaccibn en la oscuridad hasta que se desarrolle el color y se lee en un

Tector de ELISA a 490 nm.

Como testigos para estos experimentos se usaron macrGfagos sin infeg-
tar, macrSfagos infectados con levaduras sin opsonizar y macrifagos mis la
tex, afadiendo este G1timo en ia misma relacibn: § partfculas por macréfa-

go.

CELULAS FORMADORAS DE ROSETAS.

La infeccidn se realfza de la misma manerz que para los métodos des-
critos anteriormente. Los macréfagos se siembran en cajas de 24 pozos.
Una vez transcurrido e) tiempo de fagocitosis, 1os cultivos se lavan con
P8S y se les afiaden 250 pl de eritrocitos de carnerc previamente senstbili
zados con hemolisina, con el objeto de opsonizarlos y que se adhieran 2

1os macrffagos a travds del receptor Fe.

tos macréfagos 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 evitar Ta ingestifn de eritrocitos por el macrffago, E1
conten de las rosetas se hace directamente en la caja de cultivo en un mi-
croscopia invertide con el objetivo de 40x, considerando positivas aque-

Nas células con mis de 4 eritrocitos adheridos a 1a membrana,

Se usaron Tos mismos controles que en los otros experimentos y ademds
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uno con macrifagos wis eritrocitos no opsonizades, para descartar la for-

macifn de rosetas espontineas.
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RESULTADOS

DETERMINACION DEL TIEMPO DE GENERACION DE LA LINEA CELULAR J774.

La determinacidn del nimero de células a diferentes tiempos de culti-
vo, mastrd que el aimero de cflulas no varia entre el nimerc injcial y el
obtenido a las 48 horas de cultivo, por lo que considerames ese tiempo co
mo el perfodo de adaptacién que presenta 12 1fnea de macridfagos para poder
duplicarse. Para el cdiculo del tiempo de generacibn, se tomé como tiempo
0' el nimero de cBlulas existentes al final de 1a fase de adaptacién, o
sea las 4B horas de cultivo. Los resultados encontrados empleando la f6r-
mula descrita en Materiales y Matodos expresan que el nimero de macr8faqos
al tiempo 0' es de 635,412, y el nimero de macrifagas a las 48 h de
2,625,000; luego el valor de (a) 'Ingz al tiempc 0' (5,8030) {3.3219) es
gual a19.27 y €1 valor de (b} log, al tiempo 48 h (6.4191) (3.3219) es
igual a 21.32. ta diferencia (b-a) es de 2.05 que es el valor final para
Ya incégnita (c). Aplicando la fSrmula referida, el cociente entre el

tiempo 48 h ¥ el valor (c) di6 un tiempo de generacibn de 23.4 h.

CUANTIFICACION DE ADN Y PROTEINAS EM MACROFAGOS.

La Tabla 1 muestra los datos obtenidos en este experimento donde se
puede observar que la relacifn proteipa/ADN por célula varid con los dias
de cuitivo, como ocurre normalmente debido a las diferentes fases del ci-
cle celular por las que atraviesan las cé&lulas. la cantidad total en ug
de protefna y ADN, mestrd un aumento proporcional al de crecimiento celu--

lar,
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TABLA 1, CUANTIFICACION DE ADN Y PROTEINAS EN MACROFAGOS DE LA LINEA CELULAR 4774.2,

alna pg AN B
Tiempo N1 da cflulas gg"“‘“ na oollcainls  Protefna/aoy %3 da pro-. ug de ADN

r chlula telna total _ total
0 375,000 12 7.1 15.7 ami®  z.6x10°
24 h 400,000 o 6.7 50.7 waet 26007
®h 635,412 859 8.2 104.7 sin10t 52007
9 h 2,625,000 574 6.8 4.4 14.9x10° 1m0°

£l nimero de cllulas se cuantificd por conteo en clﬁau de Neubauer por 1a técnica de
exclusidn de azul tripano. E1 ADN fud determinado por a técnica de la difenilamina y
Tas protetnas por la técnica de Lowry. Ver detalles en Materiales y Mitodos.



DETERMINACION DE LA ACTIYIDAD OPSONIZANTE.

La actividad especifica de la IgGs anti-Histoplasma totales y sus subcla
ses, fue probada por la técnica de aglutinacidn indirecta utilizando una
ant{-1gG de naturaleza IgM. La Tabla 2 myestra los resultados de 1a prueba
de aglutinacidn, observindose que las diferentes subclases de IgGs presen-
tan reactividad a 1a prueba, Se selecciond de cada tnmunoglobulina l1a do-
sis intermedia opsonizar;te para la realizacién de 1a mayorfa de los experl
mentos, Utjlizando un nimero constante de levaduras (2.35:105). 1a dosis
opsonizante paraz las IgGs totales fue de 1.8 ug de protefpa; parz l:_;til de

1.25 ug: para Igﬁh de 1.25 po y para !gﬁzb de 10 pg.

ENSAYOS DE MARCAJE DE PROTEINAS DE MEMBRANA DE MACROFAGOS CON 1257,
CUENTAS TOTALES DE 1251,

Las cuentas totales de 125! fueron corregidas en funcifn de 1a canti~
dad de macrdfagos {dada por las cyentas de 3H-t1m1d1na). por el cocliente
de las cuentas ¥ (125!) entre las g (3H-t1midina). Se realizaron 7 experimen
tos de los cuales, 1os 4 primeros sirvieron para. la estandarizacién del

métado,

Infcialmente se traté de dilucidar si existfan diferencias entre las
dos cepas de H. capsulatum de distinta virulencla, opsonizadas. En 1a Fig.
1, se obseﬂ;a‘ll distribucidén de las cuentas durante la cinética de tiempo
de fagocitosis de las dos cepas empleadas. E1 andiisis de estos resultados
nos sirvit para demostrar que no existen diferencias entre ambas cepas, por
10 que el resto de 10s experimentos se realizaron utilizando una

sola cepa, Se observa que a los 15 minutos de infeccibn, existe para
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TABLA 2. ACTIVIDAD OPSONIZANTE DE LAS IgBs ANTI-Histoplasma
PURIFICADAS POR CROMATOGRAFIA DE AFIRIDAD.

Subclases Diiuciones de las 1gG {ug de protefina}

de 1g6 20 10 5 2.5 1.25 0.62 0.3 0.15
196y - - - F + + - .

. lgfiza - - = + + + - -
IgGZb * + o+ - - - _ .

La actividad fué medida por la técnica de aglutinactbn de Kg
zel y Mc Gaw: se colocan diluciones de 12 IgG a probar y sé
agrega’ un nfmero constante de levaduras (2.35¢109); 1a agly
tl'.inaciﬁn se realiza afladiendo después una anti IgG de clase
gM.

33



501

% cuentas fotales

FIGURA 1. WARCAJE DF PROTEINAS DE MEMBRANA DE MACROFAGOS CON 1251: cupntas Tora
LES DE 1251, Se obtuvieron Tas cuentas totales de Tas protefnas mem-
branales de los macréfagos marcados por la técnica de 1a lactoperoxi-
dasa-glucosa oxidasa, durante ta infecci6n in vitro con Jevaduras de
H. capsulatym opsonfzadas. Cepa "Lebn Pérez” ~ (- virulencia) cepa

7T [< virulencia). Las cuentas fueron curregidas en funcidn de la

503
cantidad de macr&fagos dada por las cuentas de *H-timidina.
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ambas cepas un catda Importante de las cuentas, recuperdndose éstas a los
30 minutes, con una cafda posterior a Jos 60*. La figura 2 muestra ol pra
medio de lTos resultados obtenidos con 3 experimentos utilizandn 1a cepa
"Lebn Pérez" opsonizada y sin opsonizar. Se observa un comportamiento
distinto entre las levaduras opsonizadas y sin opsonizar, ya que para las
primeras se repite la calda de las cuentas radicactivas a los 15 winutos,
mientras que para 1as Gltimas la cafda ocurre hasta los 60 minutos. Se rea
14126 un tercer tipo de experimento con levaduras vivas y muertas sin opso-
nizar. Los resultados se myestran en 18 figura 3 observindose que para las
Tevaduras vivas, las cuentas disminuyen a los 15 minutos, mientras que pa-

ra las muertas caen mis temprangmente, a los 5 minutos.

En todos los experimentos aprecizmos un incremento en las cuentas to-
tales de 2% (30, 60 y 120 minutos) despugs del tiempo de caida de las
mismas, ﬁa magnitud de este aumento en las cuentas totales varid de un ex-
perimento a otro debido, probablemente, a problemas en el mancjo de la k-

todologfa.

AUTORRADIOGRAFIAS DE LAS ELECTROFORESIS.

125]. nos interesaba

£n los experimentos de marcaje de receptores con
observar culles y culintos receptores participan en el procesc. El1 andlivis
autorradiogréfico de las membranas marcadas y sometidas a electrofuresis
en gel de poliacrilamida con SDS {Figs. 4 y 5} muestra que durante ta in-
feccidn, utilizando las dos cepas de Histoplasma, se observan dos bandas
localizadas entre 14000 y 20000 Daltons de peso molecular, que en el trans
curso de la misma desaparecen a 1os 15 y 30 minutos, volviendo a obiervar-

se en los tiempos finales,
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FIGURA 4. AUTORRRDIOGRAFIA DE LA ELECTROFORESIS CON SDS  de 1as protefnas mem-
branales de macrdfagos infectades con levaduras de H.

capsulatum cepa
5037 (< viruienta} ¥ cepa “Lebn Pérez" (> vimulenta} opsonizadas y
sin opsonizar.
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FIGURA &, AUTQRRADIOGRAFIA DE LA ELECTROFORESIS CON SDS

de las protefnas mem-

branales de macréfagos infectados con lpvaduras de H. capsulatum cepa
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PRUEBA DE ELISA MODIFICADA.

Lon el interés de confirmar la cinética de tiempo de fagocitosis de
las levaduras opsonizadas, empleamas una prueba de ELISA modificada, la
cual permitiria detectar las levaduras mientras se hailan fuera del macré-
fago. Utilizamos a1 macrofago adherido e infectado con las diferentes sub-
clases de 19G, y los respectivos controles, como antigeno fifo a fase s611
da. En cada tiempo de infeccidn se anadid 1a anti-l1gG acoplada a peroxida-
sa para determinar el tiempo en que desaparecen las levaduras opsonizadas,
fenbmeno que sc evidencia por la disminucién de la intensidad de 1a reac-

cibn proporcionada por la enzima mds su sustrato.

Estos experimentos se realizaron con dos diferentes variables: ipicial
mente so procedib a realizar 1a prueba con 3 concentraciones distintas de
macrifagos (1:103. w1t ¥ lxms) manteniendo 1a relacidn mazréfagoshongo
de 1:5. Llos resultados se observan en 1a Figura 6 {A y B). Posteriormente
se probd un namero constante de macrdfagos (ums) y diferentes dosis de
las subclases de IgG opsonizante {Fig. 7). \os resultados muestran que
las 1gGs anti-Histoplasma empleadas en las tres concentracliones de macrf-
fagos (fig. 6A}, presentan una cinftica similar a la observada en los expe

rimentos con 125

1, destacando que en el tiempo O minutos se observan las
lecturas de mSxima intensidad de reaccifn {0.0.), mientras que en los tiem
pos de 15 y 30 minutas se observan las minimas. La lgl‘sZa fue 1a que pre-
sentd lecturas mis bajas en el tiempo O minutos (tiempo de adherencial.
Por 1o general, las densidades Gpticas menores, en Tos experimentos ut{li-
zando las 3 1g6s, fueron a los 15 minutos de infeccldn. La 196 normal pre-

senta una cinética similor con un tiempo de lectura minima entre los 30 y
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FIGURA §. DETERNINACION G LA MOVILI2ACION DE RECEPIORES Fc POR LA PRUEBA DE
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evaduras $in opsonfzar y latex.
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FIGURA 7. DETERMINACION DE LA WOVILIZACION DE RECEPTORES Fc POR LA
ELISA MODIFICADA, Se emplearon 3 dosis ppsonizantes (alts?ugggigsy
ana) de IgGy anti-Histoplasma.
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60 minutos. La cinética observada en 1os controles {Fig. 68} muestra que
los macrfagos sin infectar tienen uma distribucién de lectura poco varia-
ble, con lecturas bajas en el tiempo O, similares a las finales. Los ma-
crifagos infectados con levaduras sin opsonizar ¥ con latex, muestran una
cinftica parecida a2 la observada con las levaduras opsonizadas con las sub

clases de IgGs.

Al utilizar una sola dosis de macrdfagos con diferentes concentracio-
nes de IgGs, los resultados son m§s uniformes para las 3 dosis de IgG y
presentan una cinética mis homognea con disminuciones criticas en la den-
's*ldaAd Sptica empezando 2 los 15 y culminando a los 30 y 60 minutos, pero

con una recuperacién general, en todos los experimentos, a Tos 120 minutos,

CELULAS FORMADORAS DE ROSETAS.

La participacién de los receptores Fc fue estudiada por Gltimo, por
la técnica de formacidn de rosetas, basada en que Jos macrdfagos tienen
1a capacidad de formar rosetas con eritrocitos opsonizados empleando al
anticuerpo como puente. Para esta prueba se utilizaron para opsonizar

las ‘Ievaduras.qul ¢ Ig6 totales anti-Histoplasma.

La figura 8 muestra los resultados de 3 experimentos, donde se obser-
va que los macrofagos infectados con levaduras opsonizadas con 1gG; anti-
Histoplasma, presentan una disminucién importante de receptores Fc dispo
nibles a los 15 minutos para formar rosetas con los eritrocitos opsoniza-
dos, volviéndose a manffestar estos receptores a partir de los 30 minutos
de infeccién, La misma cinética se observa cuando se usan IgGs totales

anti-Histoplasma. S$in embargo, los controles representados por macréfagos
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FIGURA B, DETERMINACION DE LA MOYILIZACION DE RECEPTORES Fc POR CELULAS FORMADO

RAS DE ROSETAS. Se emplearon IgGy e lgG totales anti-Histoplasma e
IgG nonmal. Promedioc y error estandar de tres experimentos.

K3 196 anti-Histoplasm

IghG tatales anti-fHistoplasma
{3 196 normal
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i Macrofages sin infectar
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no infectados, macrdfagos infectados con levaduras sin opsonizar y macrGfa
gos 1Infectados con levaduras m¥s laG normal, no presentan variaciones cri-
ticas en 1a formacidn de rosetas a lo largo del tiempo de infeccidn. Cabe
mencionar que al parecer, las levaduras solas cointernalfzan receptor Fc
al ser fagocitadas, ya gue existe una disminucidn en el nimero de rosetas
aunque menor que Ta observada para las JgGs especificas, a lﬁs 15 y 30 mi=~

nutos de infeccidn.
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DISCUSION

Parece ser que el destino final de las partfculas ingeridas por los
macréfagos, estd relacionado con el tipo de receptor al QI:IE se adhirieron
{29). E} receptor para la fraccifn Fc de la Ig6 es uno de los mis relevan-
tes en 1a ingestién de parisitos, particularmente de las bacterias extrace

Tulares encapsu'lac_las como Streptococeus pneumoniae, Haemophilus influenzae,

Neisseria meningitidis y estreptococo grupos A y B (29).

S5in embargo, se ha visto que en algunos pardsitos intracelulares co-
mo Toxoplasma gondii, los mecanismos oxidatives solo se disparan si es fa-
gocitado a través del receptor Fc, lo que indica Ja importancia de determi
nar la fagocitosis de este tipo de pardsfitas mediante esta vla {66). Los
sitius-e's;ecificds de unifn no sclo son importantes por su efecto en la fa
gucitus‘is. sino por el papel que juegan en !a requlacién de la guimiotaxis,
generacidn de productos téxicos de oxfgeno (05. OH*, Hy0ps 07) ¥ secrecidn
de productos celulares como prostaglandinas y leucotrienos como el SRS-A
(67, 63, 69). Algunos receptores permiten 1a adherencia, atros pueden ser
tmportantes para nue se 1leve a cabo la fusién fagosoma-l1isosoma, la acidi

ficacidn de la vacuola o la degradacidén intracelular {(29).

E? presente estudio fue orientado a aclarar la partici pacifn de los
receptores Fc de Tos macrdfagos en la ingestiSn del parfsito intracelular

H. capsulatum,

Nuestros resultados apoyan la participacisn de los receptores Fc en

la fagocttosts de este hongo.

Dada 1a heterogeneidad que presentan las poblaciones de macrofagas ob
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tenidos de cultivos primarios, Se planteé la necesidad de trabajar con una
1fnea celular de macréfagos (J774.2), pues presentan 1a-ventaja de contar
con una poblacidn homogénea y bien caracterizada, Algunas de sus caracte-
rfsticas son: tener una alta capacidad fagoeTtica, formar rosetas con eri-
trocitos cubiertos con IgG, poseer cuando menos receptores FeRY y FeRIT pa
ra IgGs, ser secretora de lisozima,activadora de plasminsgena, g-glucuroni

dasa, etc. {70a),

En Ya literatura se encuentra reportado un tiempo de generacibn de
26.7 h para la 1tnea celular J774.1 {70b), determinado por el método de
incorporacién de 3" timfdina. Aungue 1a 1fnea J774.2 proviene del mismo
reticulosarcomd nos vimos en la necesidad de caracterizar, en nuestro labo
ratorio, su tiempo de generacifn para establecer ias condiciones de culti-
vo y 1a adherencia e infeccifn de estas c&lulas, ya que para ésta el tiem-
po de generacidn reportado era de 16 horas (70a). Se encontrd um tiempo de
generacidn de 23,4 h, tiempo muy parecido al reportado para la 1inea J774,1.
Para confivmar el tiempo de generacidn obtenido, considerando las posibles
imprecisiones a que se presta el mEtodo de conteo directo de células, se
cuantificaron al ADN y las protefnas, encontrando una correlacibn satisfac
toria {ver Tabla 1).

Para garantizar que las IgGs especificas opsonizasen a las levaduras
del hongo, se utilizd una prueba de aglutinacién indirecta, realizéndose
&sta con una anti-IgG de clase 1gM puesto que las IgGs no son aglutinantes.
En el procedimiento de purificacion de IgGs 1a inmunoglobulina que obtuvi-
mos en mayor cantidad fue la 1gGl y €sta, junto con la 1gGZa. fueron las

que presentaron mayor sensibilidad pues sus dosis opsonizantes fueron de
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1.25 vg, mientras que la lgl:iZb requirid de una dos{s de hasta 10 ug de

protefna (ver Tabla 2},

Unz vez confirmadas y estandarizadas 1a dosis, homogeneidad de la
poblacién celular de macréfagos y la actfvidad opsonizante de las IgGs
purificadas, se procedid a 1a realizacién de los experimentos con &l ffn

de determinar 1a participacibn de los receptores Fc.

Los experimentos de iodinizacidn de membrana (Figs. 1 y 2}, los de en
sayn fnmunoenzimbtico (Figs. 6 y 7) ¥ Tos de células formadoras de rosetas
(Fig.l 8). sugteren que los receptores Fc  pueden participar pero no son ip
dispensables en la ingestidn de! hongo. Al parecer cuando participan no
1a aceleran, ya que s as{ fuera, la entrada o[:urr-'lria en tiempos mis cor-

tos.

Con las tres metodologfas utilizadas se corrobord que el hongo opsoni
zado o no, es '1ngerido a los 15-30 minutos y que posiblemente después ocu-
rra una recuperacidn de los receptores. Es importante discutir, que de
los ensayos utilizados, dos son de alta sensibitidad {1251 y ELISA) y el
tercero {c&lulas formadoras de rosetas) es una técnica de menor precisiGn.
Sin embargo por este simple hecho, y dada 1a uniformidad de los resultados

encontrados, aumenta la fidelfdad de los mismos.
Debido a problemas con e) suminfstro de material radicactivo, solo

pudieron realizarse 7 experimentos de marcaje de protefnas de membrana.

Dada 1a alta sensibiiidad del método de marcaje con 12%1, cra importan
te conocer con exactitud el nimers de células a fin de evitar interferen-
¢ias en la finterpretaci6n de los resultados. Debido a ello, se procedid a

marcar las células con 3H-timid1na para poder corregir las diferencias en-
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tre un pozo y otro, considerando el coclente de las cuentas radiactivas

del 125! entre las cuentas radjactivas B de la 3-timidina.

En 1a etapa {nicial de la investigacién sertratd de establecer cufil
de las Ehepns de H, capsulatum deberfamos utilizar basfndonos en anteceden-
tes del laboratorio, que cuenta con 2 cepas de Histoplasma de distinta vi-
rulencia (determinada por Ja DL50 en ratones BALB/c y C57) (71). La lodi-
nizacidn de macrdfagos infectados con l1as dos cepas empleadas {"Lebn Pérez"
¥ 5037) no mostrd un comportamiento distinto entre ambas {Fig. 1}, hecho
que conf{rmd 1o observado en yn trabajo previo sobre fusién fagosoma-liso-
soma (72}, Los eiperimentos posteriores se realizaron por este motivo con

una sola cepa del hongo.

En 1o experimantos de 1odinjzn:10n. observamos también que 1a {nges-

tiﬁn.c-!all hongo muerte acontece de manera mis rEpida (Fig. 3).

E1 hecho de que 1a movilizacisn de protefnas de membrana sea menor vy
mnis lenta cuando é‘l honge ests vivo, sugiere que el hongo vivo presenta a)
gln componente o estructura que interfiere en su fagocitosis {Fig. 3). Los
macrdfagos son capaces de ingerir particulas en menos de 5 minutos. Al pa
racer H. capsulatum es ingerido mis lentamente si estd vivo, pero se com-
porta como cuﬂqﬁier particula inerte al morir. Este retraso £n su entrada
ya se habYa observado en experimentos realizados en nuestro laboratorio,
donde se estudit la cindtica de infeccidn en macréfagos peritoneales de ra

tén con H. capsulatum y Mycebacterfum tuberculosis cepa H37Ra; los rosuita

das mostraron el requerimiento de un perfodo de tiempo mayor para
H. capsylatum (73).

E1 andlisis de las autorradiografias a lo largo de 1a cinEtica de
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tiempo, no muestra variaciones aparentes en €1 conjunto de las bandas toca
Tizadas entre Jos 43,000 y 94,000 Daltons, donde deberfan encontrarse los
receptores Fe, cuye peso molecular se entuentra entre 47,000 y 70,000 Dal-
tans dependiendo del tipo {FcRI o FcRII) y del animal o 11nea celylar de
que provenga {13). Considerando que la mayorfa de las protefnas de membra
na, principalmente receptores, se encuentrs £n este rango de peso molecu-
lar, este tipo de autorradiografias no es muy Gti1 para visvalizar 1a par-
ttcipacifn de estos receptores, ya que su aparicidn y desaparicibn se va
enmascarada por el resto. fabe aclarar, ademis, que debido a problemas en
el manejo de 1a metodologfa no lagramos montar una microtéenica de determ{
nacifn de protefnas gque nos permitiera conccer ta cantidad exacta de pro-
tefna de cada muestra para poder comparar con precisibn las Variacignes de
un carril a otra. Afn salvado este obstdculo se necesitarfa hacer una elec
troforesis en doble dimensisn, para observar los cambios individuales de
cada protefna a 1o iargo del fendmeno, 5in embargo, se observan dos bandas
ubicadas entre 14,000 y 20,000 Daltons que desaparecen entre los 15 y 30
minutos para reaparecer en los tiempos finales, y a cuya presencia no lo-
gramos otorgar una interpretacidn satisfactoria, considerando siempre, los
ervores metodoldgfcos sefalados anteriarmente.

Los resultados & que Jlegamos con 1a técnica de ELISA, atilizando ma-
crifagos come fase s61ida y levaduras opsonizadas con las diferentes sub-
clases de 1gGs, muestran una cinética global iguai a Ta encontrada con el
mitode de fodinizacibn de receptores (Figs. 6 y 7), aunque, como Se mencig
né anter{fomente, por ser de alta senstbilidad, presenta algunas interfa-

rencias, La utilizacidn de macréfagos como fase s6lida en la prusba de
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ELISA no es novedosa; ya s& ha empleado para uma modificacién de la prueba
de MIF, con anticuerpos anti-micrdfage acoplados a la peroxidasa (74).
Ahora bien, puestra madificacidn consiste en usar como revelador un com
Jugado anti-IyG-enzima para evidenc{ar las Yevaduras opsonizadas con

196G anti-fHistoplasmy en la superficie de los macrdfagos adheridos al ptds-
tico; considerando que los macrdfados presentan alrededor de 1):105 racepto

res Fo por célula {75), 1a realizacibn de 1a prueba se hacfa numbricamente
factible.

En vista de que los resul tados utiljzando diferentes concentraciones
de macrffagos no mostraron diferencias, se eligis la concentractén de
l;tm5 para tos siguientes experimentos (Figs. 6A y 68). las diferentes
concentraciones de I1gGs opsonizantes ant{i-tiistoplasma mostravon tanMén'
resu) tados similares eligifndose 1as dosis intermedias. £1 objetivo de
usar diferentes subclases de [gis era determinar ta participacitn de tos
receptores FcRI y FcRil, Los resultados no mostraron diferencias impor-
tantes; a1l parecer, anbos receptores participan en nuestro sistema, aun-
que con 12 1gGl se obtuvieron datos m&s homogéneas. 5S¢ ha reportado eén va
rios modelos, que et FcRII espec{fico para JoGl e IgGZh, es e} de mayor
retevancia en la adherencia de microorganismos, as? como para la ingestidn
¥ puesta en marcha del estallido respiratorie, Se sabe ademds, que 1os or
ganisms que interactian con &1 promueven 1a fusidn fage-3isosomal, obser
v&ndose un aymento de lisosemas secundarios {29}, El FcRI se encuentra en
majror nimero enbie los macréfagos Sctivados. cuya capacidad pinocftica y
fagocftica disminuys, como ha sido reportado para zimosan solo, zimosan cu
bierte con t:.,.",‘l y latex {76, 77, 80} Yo que apoya 1a idea de alguncs auto-

res de que la activacibn de macrdfagas es un proceso gecuencial , represen~
. .
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tando 1a actividad tumoricida de 1os macréfagos 1a G1tima etapa de su di-
ferenciacion (78).

La figura 68 nuestra Ja cinética obtenida en 1os experimentos de
ELISA de 1os macrGfagos solos. Este control presenta una curva casi plana
con leves fluctuaciones, lo cual era 16gico esperar de c&lulas en estado
de reposo, Llos otros dos controles empleados, los macrbfagos mds latex o
levaduras sin opsonizar, presentan curvas sim{lares a Tas de los macréfagos
infectados por levaduras opsonfizadas con las distintas subclases, Al pare
cer, 1a fagocitosis debe estar disparfndose por la via de otros receptores
y asimismo debe existir una cointernalizacibn de receptores F¢, por lo que
se observa una interferencia debida al pegado de 1a anti-IgG acoplada a pe
roxidasa a los receptores Fc restantes. Conociendo el antecedente de que
12 afinidad de 1a 19G monomérica para 1os receptores de Ta 1fnea celular
J774 es muy baja en cﬁparaciﬁn con la afinidad que tienen los complejos
Ag-Ac {58), consideramos que no era necesario emplear una anti-1gG de natu

valeza IgM acoplada a peroxidasa.

Finalmente, para descartar 1a posibilidad de que 1os fenbmenos obser-
vados Se deblerdn a interferencias propias de 1a alta sensibilidad de las
dos pruebas empleadas, y en vista de 1a imposibilidad de repetir los mismos
experimentos con las modificaciones ya planteadas para confirmar nuestros
resultados, decidimos implementar una técnica menos fina que apoyara la
ocurrencia de ellos. Utilizamos asf la técnica de c&lulas formadoras de
rosetas {Fig. B) empleando solamente IgG; e 1gG totales anti-Histoplasma
para opsonizar las levaduras.

Los resultados efectivamente apoyan que el fendmeno de desaparicién
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de receptores encontrade es real, puesto que soio las IpG especificas pre-
sentan una disminucifn en el ndmers de rosetas s los 15 vy 30 minutos, mien
tras que pingunc de Jos controles muestira variaciones importantes en la
cantidad de receptores libres para captar Jos er{trocitos opsonizadas.' Esto
indica que las Tevaduras opsonizadas con 196G ant{-mstuglasma se introducen
Jjunte con los hgceptnres Fec disminuyendo considerablemente Ja cantidad de
&stos en 1a superficie de Tos macrffagos, mientras que en los contrales,
aunque un cterto ndmero de neceptores debe ser cointernalizade en 1a vacuo-

Ta fagocftica, quedan expuastos 1a mayoria, por lo que Se chserva un mayar

nimere de rosetas.

Se desconoce cubles pueden ser los receptores gue participen en la in-

gestitn de Histoplasma capsulatum no apsonizade. Sin embargo, puesto gque

es ingerido, debe existir por 1o menos un receptor gue medie en su ingestidn
y dste podria actuar sinérgrsticnmnte coﬁ ‘el fc durante 1a fagdéﬁ“tosis’ da
tas lavaduras opsonizadas. Ellenberger y Nussenzweig {79) han descrito el
fendmeno de “sinergia de receptores® al observar que s{ opsonizaban eritro-
citos con 1QG pera promaver su fagocitoasis, se requerfan alredpdor de

6:10‘ moldoulas por gltbute roja, mientras que s61o necesitaban 2% moté-
culas sf los eritrocites estaban cubiertos con 1000 molfculas de C3b. Sung
¥ cols. (80) han reportade las diferencias que establecen al sctuar mis de

dos receptores en un modelo &n el gque ustron imosan y Zimosan opsonizado,

Aunque los experimentas no fueron disefiados para observar el fepndmeno
de sinergismo, nuestros resultados sugieren que no existe tal fendmeno,
puesto que en ese casp cabria encontrar una entrada mEs répida del hongo
opsenizado. Esto nos sugiere que el receptor Fo funciona de menera Indepen
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diente y ello ha sido ya reportado en otro modelo infeccioso, el de la

Leishmania dongvani con macr6fagos peritoneales de ratén, caso en el cual

el receptor F¢ funciona de manera independiente (81). Es importante acla-
rar que nuestros experimentos fueron realizados sincroniur;dn el infcio de
Ta fase de ingestitn, permitiendo 1a acherencia del hongo & 4°C durante
1 hora. Se ha descrito que la adherénch en frio reduce la migracién mole
cular en el plano de Ta membrana {mpidiendo la interagcitn de miltiples
puntos de unidn con el parisito {29). Por este motivo podrfamos cuestionar

asimtsme el fendmeno de independencia en nuestro modelo.

Una observacidn comin en todos los experimentos es que después de 30
minutos se presenta una recuperacifn de los receptores en 1a menbrana plas
mética. Las interpretaciones mfs vazonables para explicar e} fenGmeno se-
rian;: 12 que ex{sta un reciclaje de Tos receptores como respuesta del ma-
crifago a1 evento fagocTtico, 8 22 que por el proceso de activacién del ma
crifago generado al iniciarse el fenSmeno fagocitico, se estimule la sinte
sis de nuevos receptores. Meliman y cols. {37) han observado que 1a canti
dad de receptor FCRII permanece en niveles muy bajos por miis de 24 noras,
sugiriendo que son giagrudados. En ausencia de 1igando encuentran que el
receptor se degrade en un t‘ de 10 horas, mientras que en Su presencia un
§0% se degrada miis ripidamente (t‘ menor & 2 horas); se reciclan otros pe-
Tipiptidos de Ya mesbrana plagmftica en tiempos de 18 a 22 horas, fndepen-
dientemente de si fuercn fagocitados o no. Sin embargo, existen evidencias
da que 1a mewbrana de vacuolas endocfticas puede empezar a reciclarse en-
tre 5 y 10 minutos después de penetrar en 1a c#lulz, antes de unirse a los
tisosomas y aungue estas evidencias se han obtenido en endocitosis mediada
por receptores, faltan estudios mis completos que permitan conocer el tiem
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po requerido para el reciclaje en el fenbmeno "fagocitosis" y para cada

receptor en particular.

En este modelo es mucho lo aue gqueda por conoger, pero existen datos
muy interesantes en otros modelos que apuntan hacfa dénde deben ser dirigi-
dos los trabajos que le den continuidad. Existen en l1a actualidad diversos
grupos de investigacifn trabajando con otros parisitos intracelulares, que
han sefialado la importancia de otros receptores en e] fenfmeno fagocitico
de estos par&sitos, como por ejemplo los receptores para los distintos frag
mentas de Ca. principalmente BJM (CRJJ. el receptor para glicoconjugados
con residuos de manosa y/o fucosa (RMF) y para algunos componentes séricas
como fibronectina y lactoferrina. Los resultados de estos grupes indican
que e] receptor para Cibi y el RMF, ademds de los Fc, son los de mayor im-
portancia. Aungue 1os modelos mds estudiados en este sentido son los de

los protozoarios intracelulares Toxoplasma, Leishmania y Trypanosoma, gue

desde el punto de vista filogenético se encuentran miy distantes de
Histoplasma, presentan una serie de caracterfsticas en comin como ser intra
celulares, activadores de 1a via alterna de! camplemento e inductores de
una respuesta inmune predominantemente celular; ademés Histoplasma tiene
gatactomnanas en su superficie, Esto nos induce a pensar que también de-
ben compartir similitudes en cuanto al tipo de receptores que utilizan pa-
ra inf;cur a los macréfagos. FPor eilo queremos responder en nuestros proxi
ms  trabajos a las sigufentes preguntas: icufintos y cufles receptores in
tervienen en la fagocitosis de Histoplasmm? ien qué circunstacias actia ca
da uno, ¢6mo 10 hace y qué relacién guardan entre s17 lexisten otras célu-
1as, ademfs del macréfago, que presenten receptores para el pardsito y qué
papel Jjuegan Estas en 12 tnfeccidn in vivo? lqué diferencias hay entre
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Yos macrofigos activados y no activades con respecto al papel que juega ca-
da uno de los receptores? iqué retacidn guardan los receptores con el dispa
ro del estallido respiratorio? {qué implicaciones biclbgfcas tiene cada uno

en Ta infeccitn in vivo?

Aunque existe un buen nimero de evidencias, directas e indirectas, que
fndican oue Ta inmunidad del huésped en las micosis profundas depende prin-
cipalmente de 1a inmunidad celular (82, 83) se conocen algunas que sefalan
a los antfcuerpos como molé&culas que ejercen un efecto positivo sobre Ta
respyesta frmune en 1a histoplasmasis (57, 83, 85). Los anticuerpos espe-
cificos promieven la fagocitosis del hongo en algunas células; sin embargo,
12 ingestidn y digestidn de levaduras por macrdfagos "inmunes" de ratOn pa
recen ser independientes de los anticuerpos anti-Histoplasma circulantes
{56).

Esta trabajo es tan solo el 1inicio de) estudio del papel de los recep
tores que participan en la fagocitosis de H. capsulatun. Consfderamos de
gran relevancia encontrar respuesta & 1as preguntas aqf planteadas para
Tograr una mejor comprensiGn de 1a relacibén inictal que establecen 105 ma-
crifagos y Tas levacuras del hongo y sus implicaciones an la patogenia de

1a enfermedad.

56



8.

CONCLUSIONES

Los receptores Fc de macr&fagoes participan en la fagocitosis de

Histoplasma capsulatum pero no aceleran su entrada,

El tiempo que requieren 1o macréfagos de la 1inea J774 para inge-

rir al hongo opsonizado es de 15 minutos,

No existen diferencias,con la metodologfa utilizada, entre las
dos cepas da distinta virulencia ("Ledn PErez" > virulencia y

5037 < virulencia)}.

ET hongo muerto se comporta como una partfcula inerte por 1o que

sy tiempo de entrada es mfs breve (5 minutos),

Ademis de los receptores Fc, deben estar participando otros re-

ceptores en el fendmeno fagocftico,

Una vez ingerido el hongo, aumenta e! nimero de receptores en la
membrana del macrffago, sugiriendo un fendmeno de reciclaje o

bien de sTntesis de novo de 1os receptores,
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ABSTRACT

Events involved in the phagocytesis of the yeast-phase of Histoplasma
capsulatum are poorly undertood. The kineties of phagocytosis of this

fungus and the participation of the macrophage Fc receptors were studied,

The yeast cells were {ncubated 30' at 37°C with anti-Histoplasma
mouse antibodies (total IgGs, 19G,, lgGZa and lqﬁgb}. Hormal [gG was
used as coptrol. Prior to interpalization at 37°C the opsonized yeasts
were washed several times, adjusted to 5x100 and then dispensed on a
macrophage monolayer {1x10% WYY of a J774-2 cell line. Adherence was
realized at 4°C, 1 h to synchronize the internalization of the inacula.
The possiblie role of F¢ receptors in this process was observed by
different methods: an enzymatic fodination (1251) of membrane proteins,

an enzyme immunoassay ahd rossette forming cells,

Our results showed acritical disappearance of the Fe receptors on
the macrophage surface at 15' of infection when specific laGs were used.
Differences 1n the kinetic of phagocytosis were detected by processing

live and dead yeast cells, since viable cells internalization was slower.

These findings suggest the importance of Fc receptors in the
" phagocytosis of Histoplasma and establishes differences in the interaction

of the yeast cells with macrophages.

58



APENDICE



APENDICE
MEDIOS. REACTIVOS Y SOLUCIONES

BHI {Infusién Cerebro-Corazén)

BHI (B1oxon)--- - cmme e acmecmcmm—r e 37 g

Agui destilada - - w—— 11

Suplemento: L-cistafna hidroclorada --e--a-- remer—samum— 14g
GIUCO58 —mummcuescruecmcaceanntmmmcsaar———— 10 g
Gentamicina {Lab. Sheramex) ----- wmm——————— 100 pg/ml

EV medio BHI se hidrata y se esteriliza en autoclave a 15 1{bras de pre-
s16n durante 25 minutos y posteriormente ée aflade el suplemento esterilizado
por filtraci6n con membrana #i111pore de 0.22 um,

‘BHI-A (InfustSn Cersbro.Corazbn-Agar)
BH1-Agar (Bicxon) -- - R, 52 g

Agua destilada - : - ————— 11

S& suplemints {gual que el antarior y el suplemento se agrega después de
asteril{zar en sutoclave. Antes de que gelifique se distribuye en cajas de Pe-
try .utlrﬂu.

MEMD (Medio de fagle minimo, modificado por Dulbecco)

MW (Microlab) - 13.4 9
Bicarbonato de sodio (MAHCO,) --om-mcmcevecncmcmarvannana- 3.79
Agua tridestilada y desionizads -—-c-eremcecmaccacacucmncan 1 1
Suplemento: Suero fetal de termmera (Lab. In ¥{tro) ----- - 100 m

L-glutamina P 10 g
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Penicilina {Lakeside) -c-em-mummemmccracenaa 100 Ufml

Estreptonicina {Lakeside) =-acseroccescaoanan 100 u/m

Fungizona {Gibe0) -aw—romcmcecmrammcceraene 50 ug/ml
E1 medic MEMD se hidrata, se le afiade el bicarbonate de sodip, la L-qluta-
mina, los antibibticos y se esteriliza por filtracitn con membrana Millipore de

0.22 ym. Antes de usarlo, se e afade el suero fetal de ternera pstérilmente.

Amortiguador de Fosfatos {PBS)

Clorura de s0dio {HACY) e-e-mcmcmmcsmm e ccamcm e s Bg
Cloruro de potasio {KC1) -rmecmmcrescomemme e cmvacac e ccae 0.2 49
Fosfato de sodio diblsico (Ha HPO,) 0.95 g
Fosfato de &cido de potasio (KH,PO,) 0.2 9

Aﬁua destilada, c,b.p, ~resrecramumum et ccimac e — e 1 1

Soluciln de Azul de Tripano

Azul tripano . ———— P 04 g

Solucifn salina 1SOtENICA mcecmmccmom e rccnmannaae 100 ml

Marcaje de C&lulas con Timidina Tritiada

3H-metﬂ-tim1d1nn {New England Nuclear) actividad especifica
6.7 uCifmmol, lote Hr. 1258.042 -=ccememrmrmrmcrcnmcaen- 4 uCi/ml
La timidina viene en agua estéril {5 mCi en 5 wl); se disuelve en MEMD pa

ra chtener una concentracidn de 4 uCi/ml,
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Liquido de Centellen

POPOP {1, bis 2-{5-feniloxazo111) -benceno; fenil-

oxazolifenil-oxazoliifentl }(51gma) ——-ccemamomcmcmcamcuaan 1.2 ¢
PPO (2,5 difeniloxazol11) (Sigma) wreccccwens — 12 g

TOIUBND =mmacmcmmeme e —cte mmem bn s . ————— . a-. - 31

Cuantificacidn de ADN
Acido Perclfirico IN

Actdo perclérico (70-72%) mrmm—mem—eom oo meccaccmcnncnee. 8.62 m
HaOH 0.3 N (1.2 /100 m1) €.b.p, =mmeemmececcsus—mreanca=n W ml
Difenilamina

Dfenilaming m-umsammmocccccecceeeno ccrarcemes s me———— 1.59
. Pcido acktico g1acial ——m-ermaeomomceeccdmacacomeomieooe 100 m
Hy504 CONCENEradD =-mmmmmmmm s e e oo mem oo s 1.5 ml

Se prepara al momento de usarlo y se guarda en la oscurldad,

Acetaldehido ‘
Acetaldehido (99% de pureza) -----eeeeceruve——cva—een—amae 0.5 m
Agua destilada cmememmmm-evesancmanersreremenstam e monacee 25 ml

Se guarda 8 4°C,

Reactivo de Burton
Reactivo de Difenilaming =-emremcemememrmacaoaee - 20 ml
Solucibn de acetaldehido ---memcmmecscmrcccncomeamaraas 0.1ml

Se prepara al momento de usarlo.

Estandares

Desoxinucleato de Na --e--c-uecscusr-ecerr-esmvae-r—asseon 0.2 mg
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NaOH % mM (0,02 g/100 Ml) ----ceemcccececcccmmeccemr e 1 ml
Se guarda a 4°C. Se mezcla V/V con dcido perclérico 0.5 N para obtener

una concentracidn final de 100 pg/ml.

Anticyerpos Anti-Histopiasma

Amortiguador de Fosfato de Sodio pH: 8.0 0.1 M
Selucién A: (0.2 M)

NaHa PO, Hy0 --—- s mmmeum————— s e ——————————————— 27.6 g

Agua destilada e.b.p, ==-mo-reocomcomnc e 1 1

Soluctbn B: (0.2 M)

NaHPOg« Hpl <= oo oo e e e e 53.6 g

Agua destilada c.b.p. =ecveemmmmcia o e e 1 1
S50Tucibn A ==cccmmme s ee e 26,5 ml

SOWUCHIN B ~mer—cmmnccmee o cemmeeee - 473,65 M
Agua destilada ---=ceemmemcr e 500 m

" Amgrtiguador de Citratos 0.1 M
Acido cftrico (C5N807-H20) ------ - a———— 2l g

Agua destilads c.b,p, =memem e mea e 11

Se ajusta a diferente pH con la solucitn de:

Fosfato dibésico de sodio (N3 HPO, +2Hy0) wvmomvmcamcoemcae 17,8 g
Agua destilada —-cueem—cmmue s e e 11

Iris-HCl1 pH: 9.0

Trizna base {S1gMA) semmcmmmucoccmcmmcccsmcnncmanun e 6.055 g
Agua destilada c.b.p. —-remeccamecce i 1 1
Acido clorhfdrico (HC1) (I N) =cemmemmacmmm i mcee 5 ml



Marcaje de Protefnas de Membrana con 251.

Lactoperoxidasa {519Ma) —- e —mrm e et a 2 mg/ml
{PBS 0.01 M)
Glucosa-oxidasa (51gma) wuecmemmamnecc e r e —— e, 15 u/ml
{PBS)
GlUCO58 ==—e=caar—ua- A cddm et m A s —— - 0.9 mg/ml
(PBS
125¢ (anersham) ----- et TR PR PR TR 10 mCi/10 W)
Iodure de potasio (KI) cevemcmcmocmammmmccr e oo eean 5 mM
{PDS}
Nonidet P-40 (NP 40) (Sigma) ---—rc-—ucomrcamamua - ————— 0.5 %
(pBs)
Fluoruro de fenilmetilsulfonil [PMSF) {Sigma) --ra-ma-eua - 0.017 g
Metancl - -—— memmarmmsrmserreeses—e e 1 m

A 1 ml de metanol, se agregan 0.017 g de PMSF.De esta solucitn se colocan
100 ul por cada 10 ml del NP-40 al 0.5%,

Electroforesis
Solucitn de Acrilamida
ACTHIanidE e e e e e eea 30 g
BisacTilamidl c-recm o m e e aae 0.8 g
Agua destilada c.b,p, -- ————— - 100 m

Gel_inferior (Volumen aproximado 29 ml)

Solucitn de acrilamida =---ccomccmm e 9.66 m
Tris-base 2M pH: 8.8 --ur-ea Bt BEE L LT SEL SR —m—me——— 5.5 ml
SPs {dodecilsulfato de sodio) a1 J0% ~eeac—cmmmccnccamans 0.3 m
Agua destiladd —-ucecmiimoma e m—————————————n—— 12,5 m)
Persulfato de amonfo 10 mg/m1} - --- 0.5 ml
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Se desgasifica 2 minutos con agitacidn al vacfe,

TEMED {N,N,N',N'~tetrametiletilendiamind) ---cea-a--- —— 0.01 mi
Se desgasifica 2 minutos con agitacion al vacfo, -

Se vacfa a 1a cdmara previamente montada y se deja gelificar,

Se coloca el "peine" formador de carriles y se prepara el gel superior,

Gel superior (Volumen aproximado 7.5 ml)

Solucibn de acrilamida ----emecc-e-- SO - 0.8 ml
TrASHEY ZM P2 6.8 —amcemromam e o cmmm s cammm mermemn e 0.25 1
SDS (dodeciYsulfato de sodio) &1 10% —eaccmcicromcomanne-- 0,08 m1
Agua destilada - —————- ————— : 6.46 mi
Persuifato de amonic (10{.mg/m1) .......................... 0.4 ml

Se desgasifica 2 minutes con agitacisn al vacfo.
- - TEMED-{N,N,N' N'-tetrametiletilendiamind) -rcecee-cecucaus 0.003 ml
Se vierte en 1a cimara y se deja ge_\tficar.
56 retira el peine y se elimina el agua que resta,
Se 1lena 1a cémara con el amortiguador de trabajo Tris-giicina-SDS hasta
las dos terceras partes; se colocan las muestras en los carriles y se termina
~de Vienar 1a cémara.
tn ¢! primer carril se corren patrones electroforéticos de peso molecu-
lar conocido (Pharwacia Fine Chemicals A.8.)

YT L L] [T p—— e mm e et am e s e - 94,000 Daltons
Abdmina sérica bovina --- - 67,000 Oultons
valtiming --=---- —mmreass - --- 43,000 Daltons
Anhidrasa carbdnicd -——--mer--cracmcorceaoaeas e s 30,000 Daltons

Inhibidor de tripsina de SO¥A -=c-crccccamcccccsncnccinaa- 20,000 Daltons

a-lactoaThdming «-verccoreemrre e e e ave s e acaeaea 14,000 Deltons
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Amortiguador Tris-glicina (Sx}

Tris base m-weecacmcmcacananan . — 12 ¢
[ - T g SRR SRS, §7.6 g
Agua destiladz c.b.p. ————— mee—mmmam—— 1 1

Soluein de Trabajo

Amortiguador Trisglicind 5k =e-ecemmawemammaana dem————— - 200 ml
SDS al 10X -w-mrecacscemcun. ; ————— 8 ml
Agus destilada c.b,p. ~=eeecmmmiiaaae - 11

Miestra Coctel

1 S R 75 SR

A-MercaptoetANO] ¥ c-cecemmseummmcomeeammam e smimaaes 100wl

EDTA (Acido etilendfaminotetra-acético) —--emcaccmaccmcaas 0.0074 g
Glicerol —---mummemonen e~ mmm e mam AT Eam .. —————— 1 mi
Azul de bromofeno]l ——ermeccceasoom e e s e una pizca
Tris HC) pH: 6.8 2H crec e mcocmccce e cme e dem e 0,256 m]
Agua destilada c.b.p. ---u- B T acceurcarcaenn 10 ml

*E1 B-mercaptoetanol se agrega en el momento de usarlo

‘TinciGn de Azul de Coomassie .

Azul de COOMASSTE =-mc-mom e o e e 0.3 9
Metano] weemm e e e e et 150 ml
Acido acético —-=—--remnmcann. B et LR 80 ml
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Solucidn de albimina sérica bovina al 5%.

A 100 ml de amortiguador de fosfato salino pH: 7.2 se agregan 5 g de alti-

mina sérica bovina (Sigma).

Solucifn de PBS/Tween al D.5%

A 1000 m de amortiguador de fosfato salino pH: 7.2 se agregan § ml de
Tween 20 (Sigma).

Solucidn_de PBS/Tween/BSA al 0.5%

A 100 m1 de la solucién de PBS/Tween se agregan 0.5 g de albimina sérica
bovina (Sigma).

Amortiguador de citratos 0.1 M pH: 4.5

Solucidn A. Acido cTtrico 0.1 M (21.01 g en 1000 m} de HZD)

Soluctén B. Cftrato de sodio’2H,0 0.1 H (29.41 g en 1000 ml de HZO)

Se mezclan 28 ml de 1a Solucidn A con 22 ml1 de la Solucidn B y se afora a
100 m1,

Solucifn de sustrato

Amortiguador de citratos pH: 4.5 ~—=cemevmcmccecnmanoonun 10 ml
0-feniigndiamina (Sigma) -mewememmmm e 10 mg
HpOy @1 308 =ommmmcmmmemmmm oo e oo 4 ul

Se mezcla perfectamente y se protege de la luz,

Solucién de HpS0z 1 M

Se agregan 5.55 ml de lipS0; concentrado a 100 ml de agua destilada.
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Anti-1gG de ratbn acoplada a peroxidasa {[Sigma)

Se diluye seqin las indicaciones del preparade comercial.

Latex {Gibco)

Se usaron particulas de lLatex de 2 p de didmetro.

Rosetas
Sangre de CAINBrD sw---e--smve—ecesammrecremve— s - 90 ml
Citrato de sodio al 10% ~ececcomrommmccm e rccmevmaaums 10 ml

Se dejan reposar a 4°C durante 7 dfas

0fa de uso:
‘Se lavan 2 m! de 1a suspensifin de eritrocitos con amortiguador veronal-
barbital-gelatina {G.V.B.) 3 veces a 1800 rpm durante 10 minutos,
Se prepava una suspensidn al 2% con G,Y.B. (0.25 ml del paguete lavado en
12.5m de G.V.B. '
Hiemolisina (Microlab; preparada en conejo y suspendida en glicerol, titule
1:1200=1U). Se prepara una solucifin con 2U de hemolisina por mililitro,
(0.05 mi de 12 hemolisina mds 29,95 ml de G.V.B, = 2U hemol fticas).
Se mezcla V/V la suspensidn de glébulos rojos al 2% con la hemolisina pre
parada a 2U.

Se incuta a 37°C durante 30 minutos, agitando cada 10 minutos,
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