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RESUMEN 

Se siguió el curso de la respuesta inmune humoral y celular durante 

la infección histoplasmosa en un modelo experimental en ratones BALB/c, 

Se estudió la influencia del suero inmune total y parcialmente purificado 

sobre la respuesta celular desarrollada durante la infección producida por 

11.Utopt<Uirna. ca~ula.tum. Los resultados demostraron: a) Que existe una 

distribución cíclica de la respuesta inmune humoral y celular en los ratones 

infectados; b) Que la transferencia pasiva de anticuerpos anti-H.U.top.la-6ma 

3 horas antes de la infección abate la sobrevida de los ratones infectados 

con dosis subletal; c) Que la transferencia de suero inmune total o 

parcialmente purificado modifica la respuesta inmune de los animales, 

dependiendo del tiempo de transferencia con respecto al momento de la 

infección, y d) Que la transferencia de sueros no afecta aparentemente la 

manifestación de la intradermorreacción (IDR) tanto en los animales 

transferidos 3 horas antes de la infección como en los transferidos 10 días 

después de lainfección, a pesar de que los porcientos de la IDR de los 

ratones transferidos 3 horas antes de ls infección fueron más bajos. 

Los resultados obtenidos en este modelo experimental sugieren que los 

anticuerpos pueden jugar un papel modulador sobre la respuesta mediada por 

células en la infección histoplasmosa. 
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INTRODUCCION 

La histoplasmosis es una enfermedad que cursa generalmente en forma 

benigna. sin embargo en sujetos susceptibles da origen a formas clínicas 

más severas, produciendo con frecuencia la muerte. El agente causal de esta 

enfermedad, H.úitoplru.ma c.ap.iuiatum, es un hongo dim5rfico, que a temperatu­

ra ambiente y en medios de cultivo artificiales presenta una fase de cree.! 

miento Dicelial, la cual produce esporas que al ser inhaladas inducen infeE_ 

r.ión en el hombre o en animales. La fase levaduriforme del hongo se obtiene 

a 37°C en medios enriquecidos con ciste!na y en los tejidos del huésped, en 

contrándose con frecuencia en el citoplasma de las células mononucleares y 

a veces en los polimorfonucleares (1). 

Según Gonzalez Ochos (2) la enfermedad presenta tres fases: la fase 

primaria sintomática que pue.de ser leve, moderada o grave; la residual de 

la fase primaria y la reinfección endógena que puede ser aguda o crónica, 

siendo la agu·da frecuentemente fatal. 

Este padecimiento micótico cobra particular importancia en el centro 

de Estados Unidos, Centro y Sudam€rica (1, 3, 4). En México la infección 

por H. c.ap6ula.tum está distribu!da en toda la República a excepción del 

estado de Tlaxcala (5). La histoplasmosis predomina en determinadas zo­

nas geográficas donde existen minas y grutas abandonadas que aunado a 

otros factores de humedad, detritus y excretas de murciélago conforman 

el nicho ecológico ideal para el desarrollo del hongo. En tales zonas e.!! 

démicas los habitantes pueden contraer la micosis, sin embargo la mayo­

ría de las personas infectadas no presentan síntomas y únicamente en una 



pequeña minoría de la población, la infección progresa hacia una enferme­

dad. 

Observaciones clínicas muestran que individuos normales expuestos al 

hongo bajo idénticas condiciones cursan un estado histoplasmoso diferen­

te, sin considerar dosis y virulencia de la cepa: lo que sugiere que ex~ 

ten factores predisponentes para la infección, tales como los genéticos, 

nutricionales, estados de stress, hormonales, diferencias de sexo y edad, 

cte. (6). 

Una vez establecida la enfermedad, produce lesiones granulomatosas 

en diversos órganos. El sistema fagocítico mononuclear es afectado pre­

sentándose linfadenopat!a, esplenomegalia y hepatomegalia. Además tam­

bién produce fiebre elevada, anemia y algunas veces puede desarrollar u.! 

ceraciones en la nariz, boca, lengua e intestino. Las células fagocita­

rlas de la sangre y los macrófagos fijos del hígado,bazo y médula ósea 

contienen las levaduras del hongo. 

La histoplasmosis así como otros tipos de infecciones intracelula­

res, induce en el huésped una respuesta illlllune celular protectora. Esta 

respuesta esta mediada por la participación de diferentes subpoblaciones 

de linfocitos T (T cooperadores, T supresores, T citotóxicos, etc.) y C.f! 

tá caracterizada por la actividad biológica dirigida por las linfocinas 

(mediadoras de la respuesta celular) que tienen acción directa sobre va­

r'ias células y en particular sobre macrófagos. Sin embargo, la óptima 

eficiencia de la respuesta celular como elemento de defensa, se encuentra 

relacionada con las demás funciones y componentes de la respuesta inmune. 

3 



Cuando la infecci6n cursa en forma leve, el huésped tiene la capaéi­

dad de resolver la infecci6n y por lo tanto de eliminar el hongo (1, 3). 

Sin embargo, la infección histoplasmosa esta asociada con estados de su­

presión provocados por el hongo en huéspedes susceptibles (7). Artz y 

Bullock (7, 8) demostraron un estado supresivo producido por la infección, 

utilizando un ,modelo en ratones, Observaron que en la fase aguda de Ja e!!. 

fermedad se desarrollaba una marcada supresión de la inmunidad celular, 

de la actividad citot6xica de células de bazo, así COOK) de la respuesta 

primaria de anticuerpos para el antígeno específico y para antígenos no 

relacionados. Este estado supresivo se observ6 únicamente en los animales 

que fueron inoculados con hongo vivo y no se manifiesta al utilizar el 

hongo muerto. 

Mientras que no existen dudas sobre el papel decisivo de la respues­

ta celular en la defensa hacia la histoplasmosis (9-13), el de los anti­

cuerpos constituye un interrogan te. 

La participación de los anticuerpos en la defensa contra el hongo es 

poco aceptada, su manejo como herramienta de diagn6stico y pronóstico es 

de utilidad, pero quizás esté reservado a ellos alguna otra función más 

definida, dentro del complejo que constituye las relaciones entre el hué.!!_ 

ped y el parásito hongo durante el proceso infeccioso. 

En este sentido estudios de Taylor y colaboradores (14), muestran 

que existe un.a relación inversa en la expresión de la respuesta celular 

y la respuesta hullKlral en ratones 'sensibilizados con H. caP6ula.tum. En 

el estudio epidemiol6gico realizado en pacientes con histoplasmosis a lo 

largo de un aiio de duración, Amil Estrada y colaboradores (15) determina 

ron una relación fluctuante entre la producción de anticuerpos y la man.!_ 
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festación de respuesta celular. En otros modelos infecciosos como nocar­

diosis (16), blastomicosis y paracoccidioidomicosis (1, 3) se ha estable­

cido tambi.én una correlación entre rdvel de respuesta humoral y celular en 

las diferentes formas de manifestaciones del curso de la infección. Estos 

&ntecedentes nos sugieren que ambas respuestas están interactuando entre si. 

Pl.ANTWIWITO VEL PROBLEMA 

Debido a que los anticuerpos específicos contra H. caµ6uiatum son pr~ 

ducidos a lo largo de la enfermedad; considerando que ellos deben jugar un 

papel en la respuesta montada hacia la infección histoplasmosa y que además 

este papel no es el de protector como ya se señaló anteriormente, plantea­

llDS que los anticuerpos anti-H.Wtopf.Mma. actúan a través de una interacción 

moduladora de la respuesta celular. 

Para comprobar lo anterior se realizó la presente investigación en base 

a los antecedentes previamente considerados (14-16). 

HlPOTESlS 

Los anticuerpos anti-H.UtopR.iu.ma. interfieren en la respuesta celular de 

ratones infectados con H~6to~ma. cap6ueatwn. 

5 



OBJETIVO 

l. Determinar el efecto de los anticuerpos anti-FUAtopla.&ma en la 

defensa montada por la respuesta celular hacia la infección his­

toplasmosa, midiendo la eficiencia de defensa a través de la so­

brevida de los animales y la expresión de la respuesta celular 

por un parámetro medible .in v~vo, o la intradennorreacción, 

6 



MATERIAL Y METODO 

MlcJr.0011ga1W,mo.1. 

Se trabaj6 con ltiAtopf.Mma c.afl6ul.a.tum cepa 5037 procedente del Inst.!_ 

tuto de Salubridad y Enfermedades Tropicales (ISET) México, obtenidas por 

cortesía del Dr. Osear Velasco Castrejón. El hongo fue aislado de un caso 

humano y conservado en el laboratorio por cultivos periódicos en Agar ~d­

coblotico (Bioxón, México). 

MyccbacteJLlwn tubeJtc.ulo<1.ú, H37Rv procedente del Instituto Nacional 

de Enfermedades Respiratorias (INER) México, fue utilizado como control y 

mantenido en medios de Lowenstein-Jensen y PBY (Proskawer, Beck, Youmans) 

para obtener la biomasa. 

Se utilizaron ratones machos de la cepa singénica BALB/c, de dos di­

ferentes edades, un mes y 4.5 meses. Los animales fueron mantenidos por 

cruzamiento cerrado bajo control estricto de singenicldad y alimentados 

con purina (Purina de México, S.A. de C.V.) y agua acidulada pi! 3.5, 

ad Ub.Uwn. La singenicidad de los animales fue comprobada por transplim­

tes de piel y cultivo rr.ixto de litafocitos (17). 

Todos los reactivos empleados, salvo los que se cspcd.fican, provi-

7 
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nieron de Merck de México, S.A. 

AiiUge.110~ pall.a. pJU.LebM .úw:u11e.:1, 

Se utilizó histoplasmina obtenida en el Laboratorio de Micología Bá-

sica del Departamento de Ecología Humana, Facultad de Medicina, U ,N.A, M., 

México, gentilmente cedida por la Dra. Conchita Toriello. El PPD {deriva-

do protéico purificado)procedió de la Gerencia General de Biológicas y 

Reactivos de la S.S,A. 

Me.cli.o~ de eu.ltlvo: 

1. Agar Micobiótico. (Bioxón) para conservación del hongo, 

Agar Micobi6tico ... · ............................ 36.0 g 

Agua destilada cbp 1000 ml 

pH 6.9 

2. Medio Sintético (18) para obtener inóculos uniformes del 

hongo en fase levaduriforme, 

Fosfato de potasio dibásico anhidro 2.5 g 

Cloruro de amonio o.s g 

Sulfato de amonio 0.5 g 

Glucosa •..•• , .•..•......... , • •.• .•..•..•...• 5.0 g 

Sulfato de magnesio 7 H2o .... ;; .. . 0.1 g 

Cloruro de fierro ............ · .. · ............. · 0.001 g 

Clorhidrato de L-ciste!na ••• , •• ,,.,;. ', ~ ••••• 0.1 g 

L-glutamina ......•.•....•...•....... ·'• •• ,., 0.1 g 

Agua destilada cbp ....................... .. 1000 ml 

Adicionar 50 µg/ml de gcntamicina 

Ajustar pH 7 .2 



3, Agar BHI (Agar Infusión Cerebro Corazón) (Bioxón) supleme!!_ 

tado con, glucosa,L-cisteúta y antibióticos, 

Agar BHI ••••••••••••••••••••• , •••••••••••••• 

Glucosa ...•••... , , ... , . , , ••••...... , •......•• 

Clorhidrato de L-cisteína •••••••••••••••••••• 

Agua destilada cbp •••• , •••• , ••••• , •••• , ••••• 

4. ~ (Proskawer, Beck, Youmans). 

L-asparagina ••••••••••••••••• , ••••• , , , , , , •• , 

Fosfato monopotásico . , ...•• , , •..... , , , , , , , . , 

Sulfato de potasio ••• , , •••••••• , •••••••••••• 

Glicerol , .... , .. , ... , , . , , •. , , , , , .. , , , , , , , . , . 

Citrato de magnesio ....................... .. 

52.0 g 

1.0 g 

10.0 g 

1000 ml 

s.o g 

5 •. o g 

o.s g 

20.0 ml 

1.5 g 

Se disuelve cada componente separadamente y se mezclan en 

el orden dado, cuidando de que cada sustancia quede bien di­

suelta antes de agregar la siguiente, Se ajusta a pH de 7.0 

con hidróxido de sodio al 40% y finalmente se agrega citrato 

de magnP.sio, Se afora con agua destilada cbp 1000 ml. Se es­

teriliza por filtración en membranas Millipore de 0.45 \~ y 

de 0.22 \.Jlll, 

5. Lowenstein-Jensen. 

Uiwenstein-Jensen •••••••••• , ••••• , •••• , , , • , 

Glicerina •••••• , , •••••••••••••••••••••. , ••• 

Huevos • , , ••••• , • , ••• , , , , , , , , , , ,, , • , , , , •• , •• 

37 .3 g 

12 ,O ml 

15 pzas. 

Agua destilada cbp •••••••••••.•••• , • , •• , • • • 1000 ml 

Se lavan los huevos con agua y jabón, tallando con gasa. 
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Se enjuagan y se pasan a un recipiente con alcohol al 70% por 

15 minutos. El medio se prepara mezclando el Lownstein-Jensen 

y la glicerina en 600 ml de agua destilada, calentando hasta 

ebullición, Se esteriliza por filtración. Se rompen de 15 a 

20 huevos en un vaso de precipitado estéril y se agitan en un 

matraz conteniendo 400 ml de agua destilada y trozos de vi­

drio estéril, moviendo hasta completa homogeneización, proc~ 

rando no hacer espuma. Se vierte el hol!)()geneizado a un matraz 

donde previamente se colocó el medio, en frío, completando el 

volumen para 1000 ml. Se homogeneiza nuevamente y se pasa por 

gasa estéril. Se llenan los tubos y se llevan éstos a un coa­

gulador por 45 minutos a 85°C por 2 veces, con una diferencia 

de 24 horas. Todo el procedilll:iento se hace en las miis estric­

tas condiciones de esterilidad. 

Amo1Ltlguadolr.e6 : 

SBS (Solución Balanceada de Sales) 

Solución I 

I>extrosa •••••••••.. , ••••.•••••••••••••••••• 

Fosfato potiisico monobásico anhidro ••••••• 

Fosfato de sodio dibásico anhidro ••••••••• 

Rojo de fenol al 0,5% en agua destilada ••• 

Aforar con agua destilada cbp 

Solución II 

Cloruro de calcio anhidro ••••••••••••••••• 

Cloruro de potasio ................... , , .. , 

10.0 g 

0.66 g 

0.925 g 

2.0 ml 

1000 1111 

1.4 g 

4.0 g 

10 



Cloruro de sodio ... , ....... , . , ...........• 

Cloi;uro de magnesio anhidro ••• , •• , , , ;, ••• ,' 

Sulfato de magensio 7H20 •••••••••••••••••• 

Aforar con agua destilada 

Mezcla (SBS) 

Solución I ............. , .. , , , , ~·,. , ... ~-:~ ... . 

Solución II .• , , ..••••.• , • , ...• • ••••. ·• •..• ·. 

Aforar con agua destilada, •• ,,,,,,,.,;,.•'•, 

pH 7.0 

PBS (Amortiguador de Fosfatos) 

Cloruro de sodio ...........•. , , .......... . 

Cloruro de potasio ...... , , ... , .. , .•. , ~·. •,, 

Fosfato de sodio dibiísico ••••••••••••••••• 

Fosfato ácido de potasio.,, • , • , , , , , , , , , , , , , 

Aforar con agua destilada •••••••••••••••••• 

pH 7.2 

Ve.te/Unlnaclonu qtúmlcaA • 

so.o g 

1.04 g 

2.0 g 

1000 ml 

100 ml 

101) ml 

1000 ml 

a.o g 

0.2 g 

0.95 g 

0.2 g 

1000 ml 

La determinación de prote!nas se realizó por al método de Lowry (19). 

ObteJiclón del .in6cu.io: 

l. /íWtopf.Mma ca.yJ6ulatwn. La conversión del hongo de la fose mi­

celial a levaduriforme se llevó a cabo por cultivos semanales en 

medio Agar BHI adicionado con glucosa y L-cisteína hidroclorada 

con subsecuente incubación 11 37°C, hnsta obtener las levaduras, 

Una vez obtenida esta fase, el hongo fue cosechado y disgregado 
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en forma estéril en un mortero, para separar la masa celular. 

Después de este procedimiento, se sembró en matraces de 250 ml 

conteniendo 50 ml de medio sintético (18). Afín de individuali­

zar mejor las levaduras se incubaron los matraces en baño María 

con agitación a 150 rpm durante 48 horas a 37°C. Al cabo de ese 

tiempo, el cultivo se cosechó y se lavó dos veces con solución 

salina (SS) estéril al 0.85% para proceder a su cuantificación. 

2. MyCD bactvú.um .tube/l.cui.oh.i.h. De la superficie del medio sólido 

(LBwenstein-Jensen) se tomaron muestras con hisopo estéril, pa­

sándolas a un matraz con el medio líquido (PBY). Se descargó el 

contenido del hisopo en las paredes del matraz, cerca de la su­

perficie del medio, con movimientos ligeros hasta que se distr.!_ 

buyó en la superficie del medio. Se llevó a incubación a 37ºC y 

se observó el crecimiento, de 8 a 16 días. Después de los 20 

días de incubación se obtuvo el paquete de bacterias que fue 

transferido a un tubo con perlas de vidrio y se disgregó en un 

vortex. Se lavaron las células bacterianas con SS estéril y se 

procedió a su cuantificación. 

VeteJtmlnac1611 del. 11úmeJW de mic.Jtoa11.gattb.imoh poli. el mUodo de tU11.b.i­

d.imeWa. 

/MtopiMma ea,u.u.f.a.tum. Al paquete de levaduras del hongo obtenido 

del medio sintético se adicionaron 10 ml de SS y a partir de esta mezcla 

se hicieron ocho diluciones al doble. Cada dilución se determinó por 

turbidimetría en fotocolorímetro Klett-Summerson (Klett-Manufacturing 

Co., Inc. New York) utilizando un filtro de 400 a 450 nm. A la par se 
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cuantificó el número de microorganismos por conteo directo en un hematoc!_ 

tómetro. Finalmente las diluciones fueron sembradas en medio Agar BHI pa-

ra detenninar la cuenta viable. Se graficó el número de células de cada 

dilu~ión determinada en el hematocitómetro contra el porciento de transmi 

tancia de las mismas diluciones, obteniendo una curva modelo (Fig. 1). 

La cuenta de las células en el hematocitómetro se llevó a cabo en 

la región W de modo idéntico a la cuenta de células blancas. Las células 

fueron teñidas con azul de algodón y los agregados de 5 células se toma-

ron arbitrariamente como una sóla célula (20). 

N~ de células en l IJIIIJ = N~ de células en 0.4 mm3 x factor de co-

rrección (Fe). 
·Fe ~ uilución de Fe x volumen de Fe 

Dilución de Fe = 20 
F volumen deseado 1 IJIIl3 

Volumen de c = volumen usado ~ 0.4 mm3 = 2 ' 5 

Luego, Fe = 20 x 2.5 = 50 

Donde,. el N~ de células en mm3 ª N~ de células en 0.4 mm3 x 50 

3 3 3 Si, lcm = l mm x 1000 y lcm lml 

Luego, N~ de células en 1 ml = N~ de células en l mm3 x 1000 

Mycobacte/Úwn .tubell.c.uf.ol>.i..6. La cuantificación de estas bacterias se 

realizó por el método de turbidimetr!a de McFarland (21). La turbidez de 

la suspensión es comparada con la turbidez de una serie de 10 tubos cont~ 

niendo sulfato de bario, preparados por la mezcla de cantidades variables 

de cloruro de bario nl 1% y ácido sulfúrico al 1%. Cada tubo equivale a 

una concentración diferente de bacterias (Tabla 1). Se compararon la tu::-

bidez de un tubo estándar de Mcl'nrland con un tubo conteniendo unn sus-

pensión de las hncterlns en SS, detenniníindose la cantidad bacteriana 
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por turbidimetria en un fotocolorímctro Klett-Summerson utilizando un fil-

tro 400 a 450 nm. A partir de este tubo se realizaron diluciones al doble, 

graficando la turbidez en UK y relacionando el número de bacterias de cada 

tubo con la escala de McFarland. 

ln6ec.c..úf11 con H.ih.topf.a.6ma. 

Los animales fueron inoculados por vía intraperitoneal. Se utilizó 

7 una dosis subletal para ratones de un mes de 3.16xl0 levadura/ml de SBS 

8 y para ratones de 4.5 meses de l.99xl0 levadura/ml de SBS. 

Obtenc.úfo de.l l>UVW aHtl-Alyc.obac..teJtlwn. 

El suero anti-Alycobacteltlwn se obtuvo de ratones BALB/c machos de 

4 .5 meses, infectados por vJ:a retroorbital con una dosis subletal de 

8 2,43xl0 bacterias/O.OS ml de SS. 

Se colectaron las muestras sangu!neas por punción cardiaca 30 d!as de~ 

pués de la infección, Las inmunoglobulinas se obtuvieron a 4°C por precipi-

tación con sulfato de amonio a 33% de saturación, pi! 6.8. Las illlllunoglobu-

linas precipitadas fueron centrifugadas a 2500 X g, resuspendidas en agua 

destilada y dializadas contra PBS pll 7 .2 (22), Las inmunoglobulinas de los 

ratones controles fueron fraccionadas por el mismo método. La concentración 

de proteínas fué determinada de acuerdo al método de Lowry (19), 

La intradennorreacción se realizó por la prueba de hinchazón del cojín~ 

te plantar (23), Se utilizaron ratones machos infectados con el hongo, así ~ 



mo machos normales. Se procedi6 a la realización de la prueba cada 8 días 

post-infección. El antígeno de desafio histoplasmina fué inoculado en una 

dosis de 30 µg de prote!na/0,05 ml en el cojinete plantar derecho, siendo 

el control de SS inoculado en igual volumen en el cojinete plantar iz-

quierdo. La medida del espesor del cojinete plantar se hizo con un micro-

calibrador antes y después de 24 horas del desafio con el antígeno o con 

SS (23). El porcicnto del incremento ( !!. %) de la hinchazón del cojinete 

plantar está dado por la diferencia entre la lectura después de 24 horas 

del desafio con el antígeno o con SS (Xt24> y la lectura antes del desa­

fio (Xt0). 

Luego se resta el !!. % de los ratones infecta~os (RI) del !!. % de los 

ratones normales (RN) de cada lectura de antígeno o de SS para obtener el 

valor real corregido de cada lectura. 

Ejen: !!. % RI(pata derecha) - !!. % RN(pata derecha) "' !!. % corregido/pata/ 
derecha/ animal 
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e !!. % RI(pata izquierda) - !!. % RN(pata iequierda) ~ !!. % corregido/pata 
izquierda/animal 

Lo anterior se lleva a cabo para cada animal, se promedia el valor 

del !!.% corregido entre todos los animales trabajados por cada punto; de 

ah! se obtiene la media (X) y la desviación estándar (DS). 

VeA:~na.U6n de a.11.ti.cue1tpo1>. 

Los títulos de anticuerpos para transferencia pasiva de suero anti-

H.U.toplaJma. y anti-Myc.obacte!Liw11 fueron determinados por el método de 

ELISA (24) utilizando conjugado anti-IgG de ratón acoplado a fosfotasa 

alcalina (Sigma). Este método ha sido adaptado en nuestro Laboratorio, 
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con el empleo del antígeno histoplasmina a una concentración de 100 )Jg de 

proteína para cada pozo de la placa de ELISA. Como antígeno de Mljcobacte!Úwn 

se utilizó PPD a una concentración de 200 µg de proteína por pozo/plnca, 

Estos datos fueron obtenidos previa titulación de cada antígeno en el la­

boratorio. 

Co.l!Jl.dacl611 e.ntJr.?. ta 11.upuu.ta. .úunwie. celu.f.a.11. y R.a Jt.Upuuta .úunune. 

l111mo11.a1. dwurnte. la. .út6ecci.ó1t lt.Utopliu.mo1ia. 

Se utilizaron un total de 120 ratones para cada grupo experimental. 

Los grupos de ratones de l mes y de 4.5 meses fueron probados a diferen-

tea tiempos. Los ratones fueron infectados con una dosis subletal para 

los de 1 mes 3.16xl07 levaduras/ml y loa de 4.5 meses l.99xl08 levaduras/ 

ml. La respuesta humoral y celular fueron monitoreadas cada 8 días, La 

respuesta celular fué mooida por la hipersensibilidad retardada manifies­

ta por la intradetmorreacción obtenida con la prueba de hinchazón del co­

jinete plantar. con algunas modificaciones de la técnica original descri­

ta por Rifkin (23). La respuesta hlDlloral fue determinada por hemaglutina­

ción pasiva (25), siendo el título expresado por la más alta dilución del 

suero que muestra hemaglutinación. 

TIU1.lt6 óeAe.nci.a rmi.va. de. ~UellO CDn.ót.a. el polt.ci.w.to de. ~obl!.ev.i.da. tj 

y la. 11.upuuta celula.11. a. la .i116e.cc..ió11 h.U.top.t'.ít6rr.o4a.. 

Dosis de 300 ¡.g proteína/0.3 ml de suero inmune homólogo (anti­

H.l6toplMma.) ,suero inmune heterólogo (anti-Mycolxtc.te/ÚUJll) y suero normul 

fueron inyectados respectivamente a 3 diferentes grupos de ratones por 

vía subcutánea. Un grupo de animales recibió la transferenda tres ho-



ras antes de la infección y el otro grupo 10 d!as después de la infección 

con H.iA.topia~ma. La especificidad de los sueros transferidos fue previa­

mente probada por ELISA. 

Se llevaron a cabo dos tipos de experimentos de transferencia de sue­

ro, cada uno se realizó por duplicado. En el primero, a un total de 62 r~ 

tones se les transfirió suero normal y suero inmune contra H.lbtopla.61111t 

y se determinó el porciento de sobrevida de los animales infectados con 

el hongo. 

En el segundo tipo de experimento, se incluyó suero normal, suero in­

mune de H.lbtopiaóma. y de Mycobac.teJl..i.um además de inmunoglobulinas parcia! 

mente purificadas. En cada grupo de transferencia se ~tilizaron 10 anima­

les, a los cuales se les determinó el porciento de sobrevida y la reacti­

vidad de la hipersensibilidad retardada. La infección de los mismos, fue 

verificada por cultivo de órganos para reaislamiento del hongo. 

Cultivo de ó~gano~. 
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El bazo de cada ratón infectado fue homogeneizado en SBS suplementado 

con 50 µg/ml de gentamicina. El homogeneizado fue inoculado por duplicado 

en Agar Micobiotico y Agar llHI e incubado a 26-28ºC. 
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RESULTADOS 

Para todos los experimentos de transferencia pasiva, los anticuerpos ª!!. 

ti-llútopf.Mma y anti-Mycobacte1Uw11 fueron determinados por ELISA. Al usar 

se el antígeno histoplasmina, el suero total ant i-IU.~toplcu.ma dió un título 

de 1:1280, mientras que en las inruunoglobulinas precipitadas con sulfato de 

amonio el título fué de 1:640. La determinación del título de anticuerpos 

anti-/.fycobacte/Uum, se realiz6 con el antígeno PPD, dando un título de 
1 

1:2560, Por otro lado, el suero normal fue siempre negativo para los antí-

genos probados, 

C0Melac.i611 entie .ea 1r.upuuta .útrrww. c.etu.ea11. y liumo!ta.l dwr.a11te. la .út-

6eccidn hi.Atoplil4mo~a. 

Ratones de un ces y de 4.5 meses de edad se infectaron con una dosis 

subletal de levaduras de H.i.A.top~ma.. La respuesta celular y humoral fue 

seguida durante un período de aproximadamente J meses. Para establecer una 

comparación entre ll!lbas manifestaciones inmunes a lo largo de la infección, 

se hizo la determinación de ambas respuestas a intervalos de 8 días. Las 

figuras 2 y 3 ilustran los resultados para los dos grupos de ratones usados. 

Se observa una distribuci6n cíclica entre ambas respuestas, con un desfasa-

miento entre la e.~presión medible de cada una de ellas. Una característica 

que puede ser resaltada en los experimentos realizados, es que la caída de 

la respuesta celular aparentemente precede al incremento de los títulos de 

anticuerpos. Para los ratones j6venes (Fig. 2), encontramos que la caída 

de la respuesta mediada por células se ve en los días 40 y 88, mientras que 

el incremento en la respuesta humoral se manifiesta en los días 32, 80 y 

88. Con los ratones adultos (Fig, 3), la respuesta celular cae en los días 
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24, 64 y 88, y los anticuerpos incrementan sus t!tulos en los d!as 32 y 72. 

l. En la sobrevida de los animales infectados. 

Cuando el suero anti-H.i4topfa.6m4 fue transferido 3 horas antes de la 

infección, esto indujo un abatimiento ddstico en el porciento de 

sobrevida (10%) de los ratones transferidos, COlll) puede apreciarse en 

la figura 4. As!aism, el suero nomal transferido 3 horas antes de la 

infección no interfirió con el.resultado de la enfermedad ya que el 

porcentaje de sobrevida (66.6%) es sillilar al control, El control de 

la infección sin transferencia, desarrolló un 70% de sobrevida, Mien­

tras que la transferencia realizada 10 d!as después de la infección, 

aumentó el porciento de sobrevida con respecto al control de los ani­

males infectados (100%), 

2 • En la manifestación de respuesta celular. 

El efecto de la transferencia pasiva de los anticuerpos en la manifest! 

ción del parámetro medible de la respuesta celular a la infección hiato 

plasmosa, la intradermorreacción (IDR), fue estudiada en grupos de ani­

males que recibieron diferentes transferencias. 

Los ratones que recibieron material transferido 3 horas antes de la infec­

ción desarrollaron una baja respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado, 

que fue determinado por IDR en cojinete plantar (Fig. 5). De modo general, 

los niveles de IDR fueron bajos en los grupos de animales que recibieron sue­

ro anti-11.i.6.toptiuima., anti-Mr¡cobacteJt.i.um o bien suero normal, Estos animales 

se presentaron más enfermos y desarrollaron los signos típicos de la enfer­

medad, tales como irritabilidad, erizamiento del pelo y pérdida de peso, 

Sin embargo, los animales que recibieron transferencia 10 dfas después de la 
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infección (Fig. 6) .desarrollaron una infección leve y altos niveles de IDR, 

en todos los grupos transferidos. 

Cul.üvo~ de hongo~. 

La tabla 2 muestra el aislamiento del hongo, particularmente de los ba­

zos de ratones infectados que fueron transferidos con suero inmune. 

El H. cap~ulatum fue aislado en los días 16, 24 y 32 de todos los grupos 

de ratones infectados y transferidos, salvo a los 8 días, del grupo que 

recibió la transferencia 3 horas antes de la infección, 



DISCUSION 

Tomando en cuenta el desconocitú.ento del papel de los anticuerpos en 

el proceso de la infección histoplasmosa y dando por hecho que éstos no 

participan en la defensa contra esta enfermedad, decidimos investigar la 

probable función de esas llK>léculas a lo largo del curso y la resolución 

de ese pddecisniento. Para lo cual utilizamos un modelo experimental en 

ratones donde la enfermedad se desarrolla con signos típicos, caracteriza­

dos por erizlll'lliento del pelo, irritabilidad, pérdida de peso e inmoviliza­

ción, confirmando la infección por aislamiento del hongo en 103 tejidos. 

En el presente trabajo se plantea que la participación de los anti­

cuerpos en la infección histoplasmosa involucra un mecanismo de modulación 

inmune de la respuesta mediada por células. La demostración de una inter­

acción entre la respuesta humoral y la respuesta celular durante el proce­

so infeccioso, tanto en ratones jóvenes como en adultos, donde se muestran 

que el aumento de una respuesta precede de la caída de la otra, sugieren 

la existencia de un mecanismo modulador entre ellas (Fig. 2 y 3), 

Es importante hacer notar que estos resultados fueron Ílnicamente ob­

servados con una infección subletal, ya que si produjéramos una infección 

aguda severa la resolución drástica de esta acortaría la vida de los anima 

les, circunstancia que no permitiría observar la manifestación de ambas 

respuestas inmunes. 

Para determinar si el suero fu~ capaz de modificar la defensa del ani 

mal, dada por la respuesta celular, se realizó la transferencia pasiva de 

sueros conten.i.cndo altos títulos de anticuerpos. Los resultndos de los ex-

21 
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perimentos, sugieren una interferencia de los anticuerpos específicos en la 

expresión de la defensa celular y la respuesta a la intradermorreacción a 

la histoplasmina. Sin embargo, el efecto de los anticuerpos anti-H.i.6.topia.&ma 

es dependiente del tiempo de transferencia con respecto al momento de la in­

fección, ya que en los ratones infectados, el resultado de la enfermedad es 

drástico si los anticuerpos anti-lli.6.toplMma son transferidos J horas antes 

de la infección, mientras que la transferencia 10 d!as después de la infección 

no influye en el porciento de sobrevida de los animales infectados (Fig. 4). 

Es posible que el efecto de la transferencia sobre el comportamiento de 

cada grupo de ratones transferidos se deba a mec;inismos diferentes, puesto 

que el suero transferido 3 horas antes de la infección abate la defensa mien 

tras que la transferencia a los 10 días no disminuye la sobrevida de los ani 

males. Se puede plantear que el suero específico transferido J horas antes 

de infectar a los animales actuarían en la fase aferente de la respuesta in­

mune y los nacrófagos as{ como otras células con receptores para Fe de inmu­

noglobulinas podrían ser el blanco celular para su efecto. Mientras que la 

transferencia a los 10 días post-infección encuentra una respuesta de defen­

sa ya establecida y el efecto sobre las poblaciones celulares podría darse 

por mecaniscos distintos produciendo otros efectos, entre ellos una estim~ 

!ación ines~ífica de la respuesta mediada por células, ya que el suero 

normal como el específico parecen capacitar, bajo estas circunstancias, 

una mejor defer1sa celular (Fig. 4). 

Por otro lado, la respuesta de intradermorreacción, cuando el suero es 

transferido 3 horas antes de la infección (Fig. 5), mostrando que los dif~ 

rentes tipos de suero utilizados no discriminan su efecto sobre la IDR. en­

entre todos los grupos de ratones estudiados, así.coma la ausencia de cam-
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bios trascendentes en la respuesta tnrd!a de los animales transferidos 10 

días post-infección (Fig. 6), sugiere expresiones independientes entre el 

fenómeno de hipersensibilidad y manejo de la d·efensa celular, como se ha 

planteado en otro l!Kldelo infeccioso (26, 27), dados posiblemente por la par­

ticipación de diferentes mecanismos supresores o estimuladores que dependen 

de la fase de montaje de la respuesta inmune. 

El mecanismo exacto de como participan las inmunoglobulinas sobre la ~ 

nifestación de la respuesta celular se desconoce. Ellas podrían actuar so­

bre los macróf agos en la fase de procesamiento del antígeno o bien alterando 

la eficiencia del proceso fagocltico. Otra posibilidad sería su efecto so­

bre células supresoras, ya que en estas células se han encontrado receptores 

(FcR) para inmunoglobulinas. Se conoce por ejemplo, que la IgG actúa como 

molécula reguladora y se asume un efecto supresivo de los anticuerpos ant!­

idiot ipo de la clase IgG2 en otros modelos inmunológicos (28). 

Las inmunoglobulinas humanas en histoplasmosis han sido estudiadas por 

otros autores, quienes han observado que las IgG, IgA e IgE del suero de P!!. 

cientes histoplasmosos se encuentran en altos niveles (29, 30, 31). Con 

excepción de la IgA, las otras dos inmunoglobulinas están relacionadas a me 

canismos de expresión de la respuesta mediada por células, La IgG2 ha esta 

do comprometida con el abatimiento de la intradermorreacción en un sistema 

acarreador-hapteno, en donde la respuesta de la IDR al acarreador BGG (gama­

globulina bovina) es inhibida por los anticuerpos para el hapteno de subcla­

se IgG2 (28). En una enfermedad fúngica relacionada, la coccidioidomicosis, 

se ha visto que la !gG especifica a!iate la respuesta mediada por células T 

(32). 



Los mecanismos regulatorios de la respuesta inmune tienen muchas va­

riaciones en sus especificidades. uno de sus lllis interesantes aspectos in 

volucran complejos inmunes y anticuerpos anti-idiotipo. Es posible que los 

anticuerpos espedficos o algunas inmunoglobulinas producidas durante el 

proceso infeccioso actúen coDll anticuerpos anti-idiotipos (33). Estos po­

drían reaccionar con receptores para el antígeno preserites en la membrana 

de los linfocitos. los cuales comparten ep{topes análogos con los idioti­

pos. raz5n por la cual los anticuerpos anti-idiotipo podrían tener activi­

dad antireceptor (34). También se sabe que complejos antígeno-anticuerpo 

son eficientes para inducir anticuerpos anti-idiotipo y alg~nos trabajos 

sugieren que estos complejos activan células supresoras (35). Esto podría 

ocurrir en la histoplasmosis ya que complejos inoones cit"culantes han sido 

descritos por Bullock y colaboradores (36). 

Sabemos que los anticuerpos no son los únicos componentes' séricos 

capaces de interferir en la respuesta celular. Factores no específicos y 

de origen no inmunológicos, han sido descritos por su efecto inhibidor de 

la respuesta celular (37. 38), esto explicaría porque en la infección his­

toplasmosa hay de cierto irodo, un abatimiento en la defensa mediada por la 

respuesta celular producida por el suero nonnal. Sin embargo. el efecto 

míis contundente de los anticuerpos específicos sobre la respuesta celular 

apoya la función regulatoria de los anticuerpos anti-H.i.6.toplcu.ma, sea por 

mecanismos que involucran especificidad o por reacción cruzadr1 con activi­

dad anti-idiot!pica. 
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CONCLUSIONES 

1. Existe una áistribución cíclica de la respuesta inmune humoral y celular 

con un deafazamiento entre ellas en los ratones infectados con 

H. c.a.p& u.ea.twn. 

2. La transferencia pasiva de anticuerpos anti-H.t6topf.a.6ma. 3 horas antes de 

la infección abate la sobrevida de ratones infectados con dosis subletal. 

3. La transferencia de suero inmune total o parcialmente purificado modifica 

la respuesta inmune de los animales, dependiendo del tiempo de transfe­

rencia con respecto ~l momento de la infección. 

4. La transferencia de suero no afecta aparentemente la manifestación de la 

IDR tanto en los animales transferidos 3 horas antes de la infección collllJ 

en los transferidos 10 d{as después de la infección, a pesar de que los 

porcientos de la IDR de los ratones transferidos 3 horas antes de la 

infección fueron más bajos. 

Los resultados obtenidos en este modelo exper:ú11ental sugieren que los 

anticuerpos pueden jugar un papel modulador sobre la respuesta mediada por 

células en la infección histoplaS1110sa. 
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FIGURA l. RELACION GRAFICA ENTRE TRANSMITANCIA Y EL NUMERO DE CELULAS 

LEVADURIFORMES. Cada dilución de las células preparadas en 

SS ·fue leída en un hematocitómetro contrastando las células 

con azul de algodón. La lectura en fotocolorímetro se hizo 

en un aparato Klett-Summerson. 

31 



:~ p 1:12t1 

!.!! 3 i ¡ 
1:64 "' z 

~ ~2 ü 
-' 1:32 2! 
l!I ¡: 

¡z 3 
" 1:1& J ... ~ 

1: ... 
~ 15 Q 

i 1:1 .,, 
9 

~ 10 
::> 

I '"" 
i 1!4 ¡:: 

~ 5 
\ 

¿_ ! ,l., _¡ _¡ 1:2 

~:::3-~:::k-' .... --· ·-
18 24 32 40 ... 111 M 71 IO • .. 

DIAS POST-INFECCION 

FIGURA 2. CORRELACION ENTRE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR Y HUMORAL EN RA­

TONES JOVENES DURANTE LA INFECCION CON H.l6top.fa.6ma. Prueba 

de la. hinchazón del cojinete plantar (IDR) contra hemaglutina-

ción. o~~~o porciento del incremento en la hinchazón del 

cojinete plantar en ratones infectados y desafiados con el an­

tígeno histoplasmina (30 µg de proteína/O.OS ml) menos el va­

lor del mismo antígeno en los ratones normales. 0------0 por­

ciento del incremento de la hinchazón del cojinete plantar en 

ratones infectados y desafiados con el control de SS menos el 

valor de SS en los ratones normales. [)-,,.-[] títulos hema­

glutinantes. Se usaron ratones singénicos machos BALB/c. El a~ 

tígeno histoplasmina se usó a l mg de proteína/ml. 

+DS= Desviación estandar. 
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FIGURA J. CORRELACION ENTRE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR Y HUMORAL EN 

RATONES ADULTOS DURANTE LA INFECCION CON H.W:topia.6ma. Prueba 

de la hinchazón del cojinete plantar (IDR) contra hemaglutina­

ción. Se usaron ratones machos BALB/c, Las condiciones y simbo 

los de todos los experimentos son iguales a la figura 2. 
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FIGURA 4. PORCIENTO DE SOBREVIDA DE RATONES ADULTOS MACHOS BALB/c INFEC­

TADOS CON H.Wtopla.6ma Cap.!ula..tum y TRANSFERIDOS PASIVAMENTE 

CON SUERO ANTI-H.<-&topf.a&rn.:. Los ratones fueron infectados i~ 
8 traperitonealmente con una dosis subletal (l.9xl0 levadu-

ras/ml) de la cepa 503i ce Hlli.topf.Mma cap.6uf.atum. La transf!!_ 

rend.a pasiva Be realizó subcutáneamente con 0.3 ml de cada 

suero a cada grupo de animales. La especificidad de los sueros 

transferidos fue determinada por ELISA. 
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FIGURA 5. INTRADERMORREACCION EN RATONES TRANSFERIDOS CON SUERO INMUNE 

3 HORAS ANTES DE LA INFECCION. Ratones adultos BALB/c infecta­

dos intraperitonealmente con H.úitoptaMu cap6ulettum (l. 99xl08 

levaduras/ml) recibieron diferentes sueros antes de la infec­

ción. La respuesta de IDR fue realizada por la prueba de la 

hinchazón del cojinete plantar y los valores al ant!geno espe­

c!fico fueron corregidos por el valor obtenido con los contro­

les de S5, usando como ant!geno de desaf!o la histoplasmina 

30 µg proteína/0.05 ml. Los grupos transferidos fueron: 

G-1 control sin transferir, G-2 suero anti-11.úi.top.eiuma., G-3 

suero normal precipitado con sulfato de amonio, G-4 suero 

anti-Hútopúwma precipitado con sulfato de amonio, G-5 suero 

anti-MycobactC!Uum precipitado con sulfato de amonio. 

¡: '.: .] La proyección en perspectiva representa la desviación 

estandar; l8I Katones infectados; [ ) Ratones no infectados. 
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FIGURA 6. INTRADERMORREACClON EN RATONES TRANSFERIDOS CON SUERO I).')·tUliE 

10 DIAS DESPUES DE LA INFECCION. Ratones adultos BALBic infe~ 

tados intraperitonealmente con IUA.toplal.ma cap.6u.Ca.tum 

(l. 99xl08 levaduras/ml) r.ecibieron diferentes sueros dcspués de 

la infección. La respuesta de IDR fue realizada por lñ prueba 

de la hinchazón del cojinete plantar y loe valores fueron co­

rregidos por el valor obtenido con SS en loe controles. usm1do 

como antígeno de desafío la histoplasmina 30 µg de proteí­

na/O.OS ml. Los grupos transferidos fueron los mismos 

que loi; de la figura 6. - Ratones infectados; [ ) Rato-

nes no infectados. 
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TABLA l. ESTANDARIZACION DE LA SUSPENSION BACTERIANA POR NEFELOMETRIA 

ESCALA DE 
McFARLAND 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

Bacl2 al 1% 
(ml) 

0.1 

0.2 

0.3 

0.4 

0.5 

0.6 

0.7 

o.a 
0.9 

1.0 

H2so4 al 1% 
(ml) 

N~ bacterias x 106 

9.9 300 

9.8 600 

9,7 900 

9.6 1200 

9,5 1500 

9.4 1800 

9.3 2100 

9.2 2400 

9.1 2700 

9.0 3000 

Se determinó la cantidad de bacterias por turbidimetr!a en un fotocolor!metro 
Klett-Summerson utiliz.ando un filtro de 400 a 450 nm. 



TABLA 2. AISLAMIE~'TO DE H.U..top.eMma. CO.p.6u.ea..tum DEL BAZO DE RATONES 
INFECTADOS Y TRANSFERIDOS CON SUERO 

SUERO TRANSFERIDO 

Control no transferido 

Suero anti-H.l6.topfM1na. 

Suero snti-H.W.to ¡J.í'.Mma 
precipitado con sulfato 
de amonio 

Suero an t i-Myco bacte.túwn 
precipitado con sulfato 
de amonio 

Suero norll';ll 

Control no infectado 

TIEMPO DE TRANSFERENCIA 

3 HORAS ANTES DE LA 10 DIAS DESPUEf DE LA 
INFECCION INFECCION 

DIAS POST-INFECCION DIAS POST-INFECCION 
8 16 24 16 24 32 

-++ ++ * ++ 

-++ ++ * -++ ++ 

-++ +t * * -++ 

+t * * -++ 

* -++ ++ -+ -++ 

Células de bazo se homogeneizaron con SBS. Se aisló el hongo en BHI suplementado con 0.1% de 
L-ciste!na, 1% de glucosa y gentamicina 50 µg/ml. 
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