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ESTUDIO DEL RECEPTOR MANOSA/FUCOSA EN LA FAGOCITOSIS 
DE LEVADURAS DE Histoplasma capsulatum 

por Maria Elena Jerez* y 
Maria Lucia Taylor* 

SWDY OF THE MANNOSE/FUCOSE RECEPTOR ON THE PHAGOCYTOSIS 
OF Histoplasma capsulatum YE&STS 

SUMMARY 

Information concerning the receptors participation in the phagocytosis of 
Histoplasma capsulatum fungus is scarce . The present paper is focussed on the 

2~1 

role of mannose/fucose murine macrophages receptors in the ~- capsulatum yeast 
_phagocytosis . T\;o types of assays were used, one blocking mannose/fucose receptors 
with ligands , such as D(+) mannose or methyl-n-D-mannopyranoside, and another 
by receptors overtaking a semi sol id-phase of B 1 4 4-D-polymannuronic acid . The 
phagocytosis of ~- capsulatum, in the presence of blocked ligands, showed a smaller 
percentage than controls (20.5%) and values of 11 .5 and 7.5% were obtained by 
using D(+) mannose and methyl-n-D-mannopyranoside, respectively . Differences be
tween controls and both ligands values were significant (p<0 .005). Results with 
Candida albicans, used as a reference microorganism, showed a 23% of phagocytosis 
with D(+) mannose and 31% with methyl-n-D-mannopyranoside, whereas 38% with con
trols . The receptors overtaking assays showed a difference (p<0 .02) bet11een the 
phagocytosis of ~· capsulatum controls (40.5%) and those obtained in the presence 
of s 1-> 4-D-polymannuronic acid (29.5%), whereas no difference 11as obtained when 
c . albicans was used. Generally, c. albicans developed a higher percentage of 
phagocytosis than ~· capsulatum. -The phagocytosis index for both microorganisms 
11as similar in the two types of assays used, and most macrophages phagocytized 1 
to 2 yeasts, followed by 3 to 6, and very f ew macrophages phagocytized more than 6 . 

RESUMEN 

Existe poca informacion sobre la participacion de receptores en la fagocitosis 
del hongo Histoplasma capsulatum . El presente trabajo esta orientado a valorar el 
papel de los receptores de manosa/fucosa de macrofagos murinos en la fagocitosis 
de levaduras de ~ · capsulatum, utilizando para esto dos tipos de ensayos: uno por 
bloqueo de receptores con ligandos competidores D(+) manosa o metil-n-D-manopira
nosa, y el otro por atrapamiento de receptores en un gel de acido B 1 ·• 4-D-polilll!!. 
nuronico. La fagocitosis de ~· capsulatum en presencia de los competidores most ro 
menor porcentaje que el testigo sin competidor (20.5%), siendo los resultados de 
11 .5 y 7 . 5% con D(+) manosa y metil-n-D-manopiranosa, respectivamente. Se encon
tro una diferencia significativa (p<0 .005) entre el testigo y los valores para ca
da ligando. Los datos para el hongo Candida albicans, uti l izado como microorganismo 
de re·ferencia, mostraron un 23% de fagocitosis con D(+) manosa y 31% con el metil .. 
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a-D-man~piranosa, asi como el 38% par a el testigo de fagoc i tosis. Los ensayos de 
atrapam17nto.de receptores mostraron una diferencia (p<0.02) entre el ·testigo de 
~a . fagoc1tos1s de~- cap~u~atum (40.5%) ~ la fagocitosis obtenida en presencia del 
ac1do 81 ~ 4-D- poll manuron1co (29.5%), m1entras que nose obtuvo diferenci a en la 
fagocito~is ~e ~; albicans . De modo general, f· albi cans presento un porcentaje 
d7 fagoc1tos1s mas e1evado que~- capsulatunt. Los 1ndices fagociticos para ambos 
m1croorganismos en los dos tipos de experimentos fueron similares observandose 
que la mayor ia de los macrofagos fagocitaron de 1 a 2 levaduras ~n menor proper-
cion de 3 a 6 y escasamente mas de 6 . ' 

INTRODUCCION 

La hi stoplasmosis americana se consi dera un padecimiento de origen fUngico de 
alto ~iesgo en. Mexico, sabre. todo en i ndividuos s usceptibles que,por razones de 
trabaJO en rec1ntos cerrados,se ven expuestos al agente productor de esta enferme
dad, el cual se encuentra en_nuestro ~~s preferentemente e~ cuevas o minas abando
nadas.dond7 se conforma su n1cho ec91og1co (Velasco-Castrejon y Fuj i gaki, 1984). 
Su et1olog1a se debe a un hongo dimorfico, Histoplasma capsulatum Darling 1906, 
~e se encuentra en la naturaleza en forma mi celial, presentando esporas y peque
nos fragmentos de ~ifas que,al ser dispersadas e inhaladas,se instalan en el teji
do pulmonar del huesped, donde prevalecen las condiciones adecuadas para convertir
se a la forma parasitaria de levadura, la cual es facu1tativamente intracelular 
(Rippon, 1988) . 

El destino del hongo, una vez fagocitado, es el heche mas importante para de
fini r el curso de la infeccion, razon por la cual el conocimiento profunda de la 
interaccion celula huesped/parasito es de primordial interes. 

. El proceso fagocitico comprende una cascada de eventos que se disparan a par
tlr de un contact? ~rimario entr e el fagocito y la particula fagocitable, en este 
caso el hongo paras 1to. Se ha sugerido que la etapa inicial de esta interaccion 
huesped/parasito se lleva a cabo mediante un mecanismo de reconocimiento en e l 
~e estan inv~lucrados componentes oropios de l a superficie del parasito:que fun
c1onan como l1gandos, y un receptor l ocalizado en la superficie de l a membrana 
plasmati~a de la ;e~ula fagoc i tica (Gr~ffin et al.,,1975). La uni on ligando-recep
t~~ no sol o e~ cr1t1ca para la adherenc1a de la part1cula al fagocito, sino tam
b1en es esenc1a1 para e l disparo del estallido oxidative del fagocito, que consti
tuye uno de los mecanismos de destruccion del parasito. 

Hasta hoy es muy poca la informacion existente respect o a la interaccion del 
hongo con receptores de macrofagos . Bullock y Wright (1987) observaron que e l con
ta~to inicia~ de reconoci miento y adherencia de levaduras de ~· capsulatum, a ma
crof agos der1vados de monocitos humanos, era mediado por una f amilia de receptores 
CR3 , LFA-1 Y p 150,95. Cada uno de estos receptores fue capaz de actuar aisladamen
te y mediar la union de la levadur a con el macrofago. Esta union fue ademas depen
diente de la t emperatura y de Ca++ y Mg++ . 

Wolf et al. (1987), al investigar la interaccion de levaduras intracelulares 
de ~ - capsulatum y e l estallido oxi dative de macrofagos peritoneales murinos, plan
~ea:o~ que l a sobre~ida de levaduras dentro del fagocito se debia a que el hongo 
1nh1b1a la producc1on de metabolites reactivos del oxigeno. Sin embargo, la opsoni-
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Fig . 1. Porcentaje de f agocitosis de levaduras de~ - capsulatum o ~- a l bicans 
con competencia de ligandos . Se aplicaron 300 ~1 de una solucion de D(+) manosa 
o metil- a-D-manopiranosa (1 mg/ml) sabre una monocapa de macrofagos, durante 30 
min a 4°C previa infeccion con l evaduras de ~· capsulatum (H c) o de ~- albicans 
(C a) en una relacionlevaduras/macrofago de 5 : 1. Se sincronizo la adherencia del 
in6culo a 4°C 1 h y se di sparo l a fagocitosis a 37°C 1 h (ver detalles en .Materia
l es y Metodos). La determinacion de la fagocitosis se reali zo en una poblacion 
de 200 macrofagos por preparacion . Se efectuaron 4 experiment.os por cuadruplicado . 
Los resultados expresan l a media ~ desviacion estandar . ~Macrofagos con 
D(+) manosa; ~ macrofagos con.metil-a-D-manopiranosa; c:=J macrofagos sin 
ligando compet1dor . 



244 Rev. Mcx. Mic. 5, 1989 

, 

zacion de levaduras con suero inmune fue capaz de disparar el esta l lido oxidative, 
lo que sugiere que el recept or Fe del macrofago esta involucrado no sol o en la 
internalizacion de las levaduras de H. capsulatum, sino tambien en el disparo 
ael mecanisme oxidative del mac r ofago. 

Tayl or e t al . (1988) estudi aron la par ticipacion de l os receptores Fe en 
la internal izacion de levaduras de ~- capsulat um, a traves del manejo de levadur as 
opsonizadas con IgG especi fica , previa fagoci t osis en macr ofagos de la linea celu
lar J774.2. Sus resultados mostraron que, aunque los receptor es Fe par ticipan 
en la fagocitosis de ~- capsul atum, no aceleran su int ernalizacion. 

El receptor para manosa y/o fucosa ha s i do, en l a ultima decada , objet o de 
extenso estudio y es uno de l os recept ores b i en car acteri zados en macrofagos de 
distintas ubicaciones y especies. Algunos t rabajos muestran que la union de cier 
tos parasites con est e r eceptor es capaz de est imular la produccion de metabol ites 
reactivos de oxigeno, y que exi ste en a l gunos casos una interaccion entre el r ecep
tor de manosa/fucosa y el receptor del complemento (Blackwell et al., 1985; Wi lson 
y Pearson , 1988) . 

Cons i der ando que los macr6f agos expresan sobre su superfi cie receptores para 
gl icoconjugados con residues termi nales de manosa y/o fucosa , que en l a pared 
celul ar de ~- capsulat um se encuentran varios componentes como quitina (Domer 
et al. , 1967 ; Domer , 1971) , glucanas (Domer, 1971; Taylor y Boj a l il, 1977), glico
esfingolipidos que contienen manosa (Barr y Lester , 1984; Barret al . , 1984) , 
asi como galactomananas (Azuma et al . , 1974) , en el presente trabajo se pl antea 
el estudio de l a utilizaci on de receptor es de manosa/fucosa en la interacci6n 
macrofago/~ . caps ulatum. Para t a l f in se l l evar on a cabo experimentos dir igidos 
a l a det e rminacion de la fagoc i tosis del hongo en presencia de l igandos competido
res 0 por atrapamient o de l os receptores manosa/fucosa de los macr of agos en un 
gel semi- solido . 

MATERIALES Y METODOS 

Animales . Se utilizar on rat ones normales , machos , de l a cepa singenica NIH, 
de aproximadamente 2 meses de edad , pr oporci onados por la Secr etari a de Salud, 
Direcci on Gener al de Epi demi ologi a, Labor ator io Nacional de Salud PUbl ica, Mexico, 
D. F. 

Mi croorganismos . Se trabaj6 con los hongos ~· capsulatum EH46 y Candi da 
a l bicans 47 U, perteneci entes al cepario del Departamento de Ecologia Humana, 
Facultad de Medicina, UNAM. Ambas cepas se mant uvieron en fase levaduri forme a 
37°C en med io de infusion de cerebro- corazon (Bioxon, Mexico) debidamente suplemen
tado con hidr ocloruro de L-ci s t eina (1 g/1), glucosa (10 g/1 ) y gentami cina (Sche
ramex) ( 100~g/ml). 

React ivos, medios y soluciones. Todos los reactivos utilizados , sal vo los 
que se especi fican, procedieron de los laboratories Merck de Mexico, S.A. 

Cultivo de macrofagos. Para obtener un mayor n6mero de macrof agos, se inyecta
ron intraperitonealmente,a cada rat6n, 2 ml de aceite mineral es teril. Los ratones 
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Fig. 2 . Porcentaj e de l indice fagocitico de l evaduras de ~- capsula tum con compe
tencia de ligandos . Los detall es de l os experimentos son l os mismos descr itos 
en la f i gura 1. Para la determinacion del porcentaje de l i ndice fagoci tico se 
cons ider6 e l nUmero de levaduras par macrofago en una pobl acion de 200 macrof agos 
infect ados por prepar acion. Se efectuaron 4 experimentos por cuadruplicado . Los 
resulta ros expr esan la media~ desviacion estandar.~ Macro f agos con D(+) 
manosa ;~ macrofagos con meti l-a-D-manopiranosa; ~macrofagos s in l igan
do cornpet 1dor. 



246 Rev. Mcx. Mic. 5 , 1989 

fueron sacrificados 4 dias despues par descerebraci6n y fijados en un sopor te 
en posicion dorsal, de manera que la parte podal ica quedara f rente al operador. 
Previa a la asepsia de la regi on abdominal, se expuso la cavidad per itoneal y 
con una jeri nga hipodermica de 5 ml se hicieron varios lavados con el media RPMI-
1640 (Gibco, Gr and I sland Biol ogical Co. , N.Y.) pH 7 .0, adicionado con gentamicina 
(100 vg/ml) . Las celulas obtenidas se centrifugaron a 250 g par 10 min y se incuba
ron 10 min con Tris-NH4Cl a 37•c y posteriormente se lavaron 2 veces con RPMI-
1640. 

El paquete celular final, obtenido de todos l os ratones, fue resuspendido 
en un volumen conocido de media RPMI -1640, conteniendo L-glutamina y suplementado 
con HEPES (N-2-hidroxieti lpiperazina-N'-2-acido etanosulfonico (Sigma Chemi cal 
Co ., St. Louis MO . ), gentamicina (100 vg/ml) y 15% de suero fetal de ternera (Labo
ratorio In Vitro, Mexico) descomplementari zado a 56•c par 30 min . Se distribuye
ron las celulas en botellas de cultivo (Nunc) y se incubaron estas par 2 h a 37°C 
en atm6sfera de 5% de COz. Se descartaron los sobrenadantes de l os cultivos y 
se l es agreg6 media fresco, dej andolos incubar durante 24 h para permitir la adhe
rencia de las celulas y de es ta manera obtener una poblaci6n mas homogenea de 
macr6fagos . Antes de su utilizaci6n en los experimentos de fagoci tos i s, se ajust6 
el numero de celul as a ser utilizadas, determinando la viabil idad de los macr6fa
gos par la tecnica de exclusion de azul de tripano. Todo el procedimiento se 
realiz6 en condiciones de estricta esterilidad . 

Preparaci6n del in6culo . Las levaduras de ~- capsulatum y de £ . albicans, 
cosechadas en fase logaritmica de crecimiento, se lavaron 3 veces a 300 g durante 
20 min con un amortiguador salina de fosfatos (~SF) 0.03 M, pH 7 . 2 . Las levaduras 
sedimentadas se r esuspendi eron en media RPMI- 1640 y fueron cuantificadas en la 
region W de l a camara de Neubauer. Se ajust6 el in6culo a 5 levaduras par macr6fa
go . 

Experimentos de fagocitosis. A) Fagocitosis con competencia de l igandos . 
Se depositaron 50 ~1 de una poblaci6n conoci da de macrofagos en cada pozo de l as 
cajas de cultivo (Nunc ) de 24 pozos , l os cuales contenian una l enteja de v i drio 
de 13 mm de diametro en e l fondo plano. Se anadi6 media de cultivo RPMI-1640 par a 
completar un volumen de 300 ~~ , e l cual fue debi damente suplementado con suero 
f etal de ternera descomplementarizado. Se incubarori las cajas a 37•c en camar a 
hUmeda y atm6sfera de 5% de COz durante 4 h para adherir la monocapa de macr6fagos . 
Transcurrido este tiempo, se lavaron las cajas con e l fin de e liminar l a poblaci6n 
de macr6fagos no adherida y se adicionaron l os ligandoscompetidores , 0(+) manosa 
(1 mg/ml) y metil -n-0 manopiranosa (1 mg/ml) (Sigma) en 300 ul de volumen final 
a cada pozo correspondiente. Se incub6 a 4°C par 30 min con e l objeto de i nducir 
la union de los comFeti dores con los receptores de manosa/fucosa . Al mismo tiempo 
se proces6 un testigo utilizando solo el amortiguador de fosfatos . Se descartaron 
l os sobrenadantes y s e agregaron los in6culos de~- capsulatum y/o £ . albicans . 
Se permiti6 la adherencia durante 1 h a 4•C con el prop6s i t o de uni formar los 
in6culos . Se lavaron l os pazos _para el iminar las levaduras no adheridas y se 
agregaron,a cada uno, 300 ul de media de cultivo fresco con suero descomplementari
zado . Se incuh6 a 37•c durante 1 h para llevar a caho la fagocitos i s, y luego 
esta se detuvo cambiando la temperatura a 4•c . Posteriormente se anad ieron,a 
cada pozo, 3 got as de acetona y se procedi6 a la tinci6n de \·/right. Se determine 
el porcent a j e de fagocitosis y del indice fagocitico . Todo el procecimiento 
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Fig. 3 . Porcentaje del indice fagocitico de levaduras de£. albicans con compet en
cia de ligandos. Los detalles de l os experimentos son los mismos descritos en 
la figura 1. Para l a determinacion del parcentaje del indice fagocitico se consi
der& e l n6mero de levaduras par macr6fago en un~ poblaci6n de 200 macr6fagos infec
tados par preparaci6n. Se efectuaron 4 experimenbos par cuadruplicado. Los resul ta
dos expresan la media~ desviaci6n estandar.~Macr6fagos con 0( +) manosa; 
~macr6fagos con metil-a-D-manopiranosa; r:====J macr6fagos sin ligando com
petidor. 
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experimental se hizo en condiciones de estricta esterilidad. B) Fagocitosis por 
atrapamiento de receptores. A las cajas de cultivo de 24 pozos con las lentejas 
previamente depositadas, se les agregaron, a cada pozo, 300 ~1 de una diluci6n 
optima del acido B 1 -+4-D-polimanur6nico (acido alginico) (Si'gma) . Se incub6 a 4°C 
hasta la formaci6n de una capa fina de gel. Se descartaron los sobrenadantes 
y se adicionaron 50 ~1 de una poblaci6n conocida de macr6fagos sobre la capa del 
acido B 1 .. 4-D-polimanur6nico, a fin de atrapar, en la interfacie acido-macr6fagos, 
los receptores de manosa/fucosa que reconocen los residues de manosa del acido 
B 1 .. 4- D-polimanur6nico . Se anadi6 RPMI- 1640 suplementado con suero descomplemen
tarizado para completar 300 ~1 de volumen final. se incub6 por 4 h y se lav6 para 
eliminar la poblaci6n de macr6fagos no adherida. Se procesaron simultaneamente 
macr6fagos adheridos a vidrio como testigo. Se adi c ionaron los in6culos de 
g. capsulatum y/o ~- albicans y se permiti6 la adherencia durante 1 h a 4°C con 
el propbsito de uni formar los in6culos. Se 1av6 para eliminar las levaduras no 
adheridas y se agregaron,a cada pozo, 300 ~ 1 de medio de cultivo fresco con suero 
descomplementarizado. Se incub6 a 37°C en camara hUmeda y en atmOsfera de 5% 
de C02 durante 1 h para que se llevara a cabo la fagocitosis, y luego esta se 
detuvo cambiando la temperatura a 4°C. Posteriormente se anadieron,a cada pozo, 
3 gotas de acetona y se procedi6 a la tinci6n de wright. Se determine el porcen
taje de fagocitosis y del indice fagocitico. Todo el procedimiento experimental 
se hizo en condiciones de estricta esterilidad . 

Tinci6n. A cada preparaci6n se le agregaron 2 gotas de colorante de Wright. 
Se incubb 1 min y se anadi6 un volumen igual de amortiguador especifico de fosfa
tos de sodio pH 7.2. Despues de 7 min se lav6 con kSF pH 7.2. Por ultimo se seca
caron todas las preparaciones a temperatura ambiente y se montaron las lentejas 
con resina sintetica en portaobjetos. Finalmente, est as fueron observadas con 
el microscopic de luz para la determinacion del porcentaje de fagocitosis y del 
indice fagocitico . 

Determinacion del porcentaje de fagocitosis y del indice fagocitico. El por
oentaje de fagocitosis se determin6 en una poblaci6n total de 200 macr6fagos ?Or 
preparaci6n, cuantificando el n6rnero de macr6fagos capaces de fagocitar de 1 o 
mas levadur as. El indice fagocitico se determine por el nUmero total de levaduras 
fagocitadas en una poblaci6n de 200 macr6fagos infectados y el porcentaje del 
indice fagocitico se determine por la cuantificaci6n del nUmero de levaduras fago
citadas por cada macr6fago en una poblaci6n total de 200 macr6fagos infectados 
por preparaci6n. 

El resultado final de cada lote se expres6 por el promedio de los datos obte
nidos de las preparaciones sometidas a las mismas condiciones experimentales . 

Analisis estadistico. Se r ealiz6 por la prueba de t de Student (Fisher, 
1934) . 

RESULTADOS 

Para llevar a cabo los experimentos de competencia de ligandos,previamente 
se determine la concentraci6n optima de los ligandos competidores, D(+) manosa 
y metil a-D-manopir anosa , la cual. fue de 1 mg/ml para ambos y que corresponde, 
ademas, a la concentraci6n frecuentemente r eferida para ellos en la literatura: 

R ev. Mex. Mic. 5, 1989 
249 

or 1 l 
'Y.) 

;"')£ ' 
500 

500 

400 
0 400 
u 

- ~ 300 
u 300 
0 
<.!> 
<( 

200 u.. 
w 200 
~ 
0 100 
z 100 

0 
0 

He He He Ca Ca Ca 

. - · 't' de levaduras de H. capsulatum o ~- albicans con competen-
Flg . 4 . Ind1ce fagoc1 lCO rimentos son los mismos descritos en 
cia de ligandos . Los de~;les ?ed~os ~ocitico por el n6rnero total de levaduras 

~: ~~~~~s~iat~ ~~t~~~n~~~~~an~:(C a) f~g~!~a~~o:~, u~~~~6f~:os 
200 macrofagos lnfectados.~ Macro,agos co. . com tidor . 
con metil- a-D-manopiranosa; c::::::J macrofagos sm llgando pe 



250 Rev. Mex. Mic. 5, 1989 

Para los experimentos de atrapamiento de receptores se hicieron pruebas prelimina
res con el acido a 1 -+ 4-D-polimanuronico. , con el objeto de establ ecer la concen
tracion adecuada de este compuesto, necesaria para la formacion de una capa fina 
de gel, que no se rompiera sabre la lenteja de vidrio y que permitiera la adheren
cia de una monocapa de macrofagos, sin alterar la observacion de estos al microsco
pic. Se probaron diferentes diluciones del acido, que variaron de 1:10 a 1:100 
en ~SF, seleccionando la ultima como la concentracion optima. 

Fagocitosis con competencia de ligandos. Se estudio el comportamiento de 
levaduras de H. capsulatum frente a los ligandos capaces de competir por la union 
a receptores de manosa/fucosa, presentes en los macrofagos peritoneales de raton. 
La figura 1 muestra que el porcentaje de fagocitosis de ~· capsul atum, al realizar
se previa administracion de los ligandos D(+) manosa y metil- a-D-manopiranosa, 
fue de 11 .5 y 7.5% respectivamente, mientras que en el testigo sin competidores 
se observo una fagocitosis de 20.5%. Se encontr6 una diferencia significativa 
entre la fagocitosis de~· capsulatum en presencia del ligando D(~) manosa 
(p<0.005) o con el metil-a-D-manopiranosa (p<0.005), y la fagocitosis del mismo 
hongo sin el uso de competidores. 

Para obtener datos comparatives sabre la utilizacion del receptor manosa/fuco
sa del macrofago, se utiliz6 c. albicans como microorganismo de referencia. 
En la acci6n de los competidores frente a.£· albicans (Fig. 1) se observ6 que 
los porcentajes de fagocitosis de levaduras de.£· albicans fueron de 23% cuando 
se utilizo D(+) manosa y 31% con el metil- a-D-manopiranosa , siendo estos valor es 
mas bajos que el porcentaje de fagocitosis alcanzado por el testi go sin competido
res que fue de 38%. Se encontro una diferencia significativa (p<0.025) entre 
el porcentaje de fagocitosis de.£. albicans, con el uso previa de D(+ ) manosa y 
su testigo sin el uso de competidores, no asl cuando el competidor fue. el metil-a
D-manopiranosa. 

La determinacion del indice fagocitico en los experimentos de competencia 
de ligandos (Figs. 2-4) confirma de alguna manera los resultados del porcentaje 
de fagocitosis, en los que se observo que las levaduras de .£. albicans son mas 
fagocitadas que las de~· capsulatum en la poblacion de macrofagos estudiada y 
bajo condiciones de no facilitaci6n (opsonizaci6n) del proceso fagocitico. Por 
lo general, la distribucion del nUmero de levaduras de~· capsulatum (Fig. 2) 
y c. albicans (Fig. 3) por oelula fagocitica varia de 1 a 6, yen pocos casas 
hasta 7 y 8, siendo que la mayoria de los macrofagos fagocito de 1 a 2 levaduras 
(Fig. 4). 

Fagocitosis por atraparniento de receptores. La utilizacion de un polimero 
de manosa en el cual los receptores manosa/fucosa del macrofago pudieran quedarse 
atrapados, fue la estrategia de estos experirnentos. La figura 5 muestra los resul
tados del atrapamiento de receptores en la fagocitosis de ~· capsulatum y .£. 
albicans. Para las levaduras de H. capsulatum se obtuvo un promedio de 29.5% 
de fagocitosis al usar acido a 1 ... -4-D-polimanurbnico, mientras que en el testi go 
sin atrapamiento de receptores se observ6 un 40.5% de fagocitosis. Se encontr6 
poca diferencia (p<0.02) entre la fagocitosis de~· capsulatum determinada en 
macrofagos adheridos al acido B 1 .. 4-D-polimanur6nico y el testigo de fagocitosis 
del hongo en macrofagos adheridos al v i drio. En los resultados con .£. albicans 
~n los experimentos de atrapamiento de receptores, la fagocitosis fue de 58%, 
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Fig. 5. Porcentaje de fagocitosis de levaduras de~ - capsulatum o .£. albicans 
por atrapamiento de receptores. Se adicion6 una pobl aci6n conocida de macrofagos 
sobre un gel de acido a 1 -+ 4-D-polimanur6nico 0 directamente sobre lentejas de 
vidrio. Se procedi6 a la infecci 6n de los macr6fagos con levaduras de ~· capsulatum 
(H c) o c. albicans (C a) en una relaci6n levaduras/macr6fago de 5:1 . Se sincroni z6 
la adherencia del in6culo a 4°C 1 h y se disparo la fagocitosis a 37°C 1 h (ver 
detalles en Materiales y Metodos). La determinacion de la fagocitosis se realize 
en una poblaci6n de 200 macr6fagos por preparaci 6n. Se efectuaron 4 experimentos 
por cuadruplicado. Los resultados expresan la media~ desviaci6n estandar. , 
~ Macr6fagos sobre el gel de acido B 1 -+ 4-D-polimanur6nico; c=J macrofago: 

adheridos a vidrio. 
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mientras que en el testigo sin atrapamiento de receptores la fagocitosis f ue de 
60%. La diferencia entre ambos porcentajes no fue significativa . 

Finalmente, las figuras 6 y 7 muestran los porcentajes del indice fagocitico 
para~· capsulatum (Fig. 6) y ~· albicans (Fig . 7) para l os experimentos 
de atrapamiento de receptores con acido s 1 .. 4-D-polimanuronico. Los resultados 
para ambos microorganismos fueron similares a los experimentos en los cual es se 
emple6 ligandos competidores, confirmando los mayores niveles del porcentaje de 
fagocitosis para ~· albicans y la misma distribuci6n del n6mero de levaduras de 
ambos microorganismos para macrofagos infectados (Figs . 6 y 7) . Por lo general , 
en este tipo de experimentos los macrofagos fagocitaron 2 levaduras (Fig. 8). 

Entre los trabajos dirigidos a la participaci6n de receptores en la fagocito
sis de~· capsulatum esta el de Bullock y Wright (1987), quienes encontraron 
que una familia de integrinas o adhesinas, formada por receptores del tipo LFA- 1, 
CR3 y p150,95, juegan un papel importante en la adherencia de las levaduras a 
macrofagos deri vades de monoci tos humanos. Ademas, al estudiar otros receptores 
encontraron que los de manosa/fucosa no participan en la adherencia del hongo 
y ftrndamentan estes hallazgos con base en la baja concentraci 6n de manosa en la 
fase levaduriforme del hongo, la cual es de aproximadamente del 2% segGn Domer 
et al. ( 1"967) , aunque se cues tiona la concentracion real de manosa debido a su 
caracteristica de alta solubilidad en los solventes de los diferentes metodos 
de extraccion. Otros investigadores han demostrado la presencia de manosa aislada 
o formando conjugados con compuestos como los glicolipidos (qeramida-P-inositol
[manosa21 y ceramida-P-inositol-[manosaz, galactosal) presentes en la fase levadu
riforme de ~· capsula tum (Barr y Lester, 1984; Barr et al.. 1984). Azuma et al. 
(1974) han dado gran importancia a la presencia de manosa asociada a otros compues
tos.como responsables de moleculas compartidas entre hongos productores de nosolo
gias afines . Aunqua si bien es cierto que la manosa esta mas elevada en la fase 
micelial que en la fase l evaduriforme de~· capsulatum (Domer et al . , 1967), l a 
asociacion de manosa con galactosa (galactomananas), y determinada conqentracion 
critica de estas en la fase parasitaria del hongo, es posiblemente un factor rela
cionado ala produccion de anticuerpos de reactividad cruzada (Azuma et al., 1974; 
Toriello et al ., 1983). Dadas las discrepancias respecto ala composicion real 
de manosa en ~· capsulatum, y considerando que microorganismos levaduriformes 
como ~- albicans y Saccharomyces cerevisiae tienen concentraciones importantes 
de manosa en su pared celular, se ha planteado, en el presente trabajo, la necesi
dad de buscar otras estrategias que permitan discriminar l a participacion de los 
receptores manosa/fucosa en la fagocitosis del hongo. Tambien hay que considerar 
que los r eceptores manosa/fucosa no se expresan uniformemente en los fagocitos; 
por ejemplo, no lo hacen en monocitos humanos, sino en macrofagos derivados de 
ellos que se obtienen a traves de su cultivo (Shepherd~ al ., 1982), lo que su
giere que el. receptor manosa/fucosa se expresa en macrofagos mas diferenciados 
o maduros. Por tal motive, en este estudio se util izaron macrofagos peritoneales 
de raton, por ser estos,celulas f inalistas bien establecidas, en las que se sabe 
que se expresan receptores ~anosa/fucosa (Stahl y Gordon, 1982; Berton y Gordon, 
j983). 
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en la figura 5 . Para la determinacion del porcentaje del indice fagocitico se 
considero el n6mero de levaduras por macrofago en una poblacion de 200 macrofagos 
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resultados expresan la media~ desviac i6n estandar . ~Macrofagos sobre e l 
gel de acido B 1 .. 4-D-polimanuronico; ~ macrofagos adheridos a vidr io . 



254 Rev. Mcx. Mic. 5 , 1989 

Con e l prop6sito _de examinar la fagocitos i s de li· capsula turn a traves del 
receptor manosa/f ucosa, se l l evaron a cabo dos t ipos de exper imentos di fer ent es: 
uno por bloqueo y el otro por atrapamiento de receptor es. Asi mismo , par a establ e
cer una compar aci6n de la actividad del r eceptor manosa/f ucosa en la pobl aci 6n 
de macr6fagos estudiada , se uti l i ze ~- al bicans como microorganismo de r ef er encia, 
ya que es sabido que esta levadura contiene manosa con uni ones a 1 -+ 2 ya 1 -+ 6 
en su pared (Gor in y Spencer, 1968) . 

Par a promover un contacto estrecho entr e la particula fagoci t able o mol ecul a 
competidora y el fagocito , la f ase de adherenc i a , sea con la adi c i 6n de los compe
tidores o con el i n6culo del parasite, siempre se l lev6 a cabo a 4°C, y de est a 
manera se pretendi6 s i ncroni zar l a i nic i aci6n de la siguient e f ase, l a i nternaliza
ci6n, l a cual es estr ictamente dependi ente de temperatura a 37°C. Est e procedimien
to es el usualmente uti l izado en los trabajos de fagoci tosis (Sung e t al ., 1983) , 
aunque se han reportado cases en que l a adherencia la hacen a 37°C (Warr, 1980; 
Bullocl<: y Wright, 1987), t emperat ura cuesti onable par a discriminar entre l a adhe
r encia y l a internal i zaci6n. 

En los r esultados obt enidos para la fagocitosis de li· capsulatum por b l oqueo 
de receptor es con los l i gandos competi dores (Fig . 1) , se puede distinguir una 
respuesta fagocit i ca disminuida del macrofago , particul armente cuando se emple6 
el metil- a- D-manopiranosa como l i gando, l o que permite sostener que el r eceptor 
manosa/fucosa part ici pa en l a fagocitos i s de H. capsulatum, sin que est o impli que 
que sea e l 6nico r eceptor que actue en la interacci 6n macr6fago/hongo en el modele 
fagocit i co estudiado. Los resul tados par a ~- albicans muestr an un mayor porcentaje 
de fagoci t osis que li· capsul atum, debi do quizas a las caract eri sti cas inherent es 
de su pared cel ular . Por lo general , e l porcentaje de fagocitosis de los test igos 
deli· capsulatum y ~· albicans noes muy e l evado; s i n embargo,es posible pensar 
que l os nive les de fagocitosis reportados en este estudio estan dentro de un com
por tamiento confiable, en part icular si se consi dera que todo sist ema biolbgico 
se encuentra expuest o a vari ables y por lo tanto no f unciona a toda su capacidad. 
Ademas, las poblaciones de macr6fagos obtenidas de animal es, aun cuando procedan 
de cepas geneti cament e puras, singenicas, presentan heter ogeneidades morfol bgicas 
y f uncionales. 

Es pertinente examinar la acci 6n de los l igandos competidores de manosa . 
Si estes bloquean receptor es que pr omueven la internalizacion del hongo, ~c6mo 
es que el hongo es internalizado? La respuesta mas congruent e ser ia la de que 
no todos l os receptores son bl oqueados y que el hongo entra a traves de receptores 
a6n disponibl es , sin descartar la posibi lidad de que ademas ut ilice receptores 
desconocidos . Con seguridad se elimina la posibili dad de que el hongo entre al 
macr6fago via receptor del complemento, ya que el suero adi cionado al medic de 
cultivo invariablemente f ue inactivado a 56° C por 30 min. 

A traves del empleo de marcadores de superficie se ha visto que l os macr6fa
gos tienen una amplia distribuci6n de receptores sobre su membrana celular, que 
estes son susceptibles de ser concentrados y/o atr apados en una region de la mem
brana mediante la uti lizaci6n del s ustrato especi f ico para un determinado recept or, 
l o que ·conlleva a una disminuci6n de la capacidad fagocitica del . macr6fago cuando 
se le reta con la par ticula apropi ada, debido a la no ut i l izaci6n del receptor 
atrapado (Berton y Gor don, 1983 ; Sung et al., 1983). Tomando en cuent a este compor-
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i nfectados por prepar aci6n . Se efectuaron 4 experimentos por cuadrupli cado. 
Los result~d~s expresan l a med~a ~ d;~iaci6n est andar; ~Macrofagos sobr e 
el gel de ac1do B 1-+ 4-D-poll manuronlco; c:::::J macrofagos adheri dos a vidrio. 
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tamiento, para los experimentos de atrapamiento de reoeptores (Fig . 5) se utiliz6 
una fuente distinta de manosa, el acido polimanur6nico con uniones glicosidicas 
8 1 ~ 4, el cual fue adherido al soporte de vidrio empleado para el cultivo de 
macrofagos . En estes experimentos no solo se trataba de probar una fuente distinta 
de manosa, sino tarnbien una estrategia diferente, la cual presentaba algtmas incOg
nitas: ~seria el macrofago capaz de reconocer este ligando? 0 bien, ~seria capaz 
el macrofago de no discriminar entre un ligando a o B? Considerando estas si tuacio
nes, ~se daria la migraci6n de los receptores para quedarse atrapados sobre la 
capa del acido polimanur6nico? y por ultimo, ~seria capaz ~- capsulatum de diferen
ciar receptores para glicoconjugados con a o 8 manosa? 

La explicaci6n para el uso de un polimero de B manosa en estes experimentos 
se apoya en el heche de que la D(+) manosa es un monosacarido que, en su estado 
soluble, se encuentra en un constante cambio en sus dos formas estereois6meras: 
a - D-manosa y B-D-manosa (I.ehninger, 1979) . Por tal moti vo, se tomb en cuenta 
la pos ibi l idad de que el macrofago presentara cierta sutileza para distinguir 
entre las dos formas is6meras: a o B-manosa. Cabe mencionar que en la literatura 
no se ha reportado que el macrofago pudiera discriminar a de B manosas . Por los 
resultados obtenidos en l os experimentos de atrapamiento de receptores (Fig. 5) 
se infiere que la internalizaci6n de ~- capsulatum al macrofago no fue sustancial
mente inhibida por l a presencia del acido 81 + 4-D-polimanuronico, ya que la dife
rencia de los valores alcanzados entre la fagoci tosis de ~- capsulatum en presen
cia o ausencia del acido no fue critica . Aun cuando no se tienen evidencias direc
tas que permitan asegurar si efectivamente los receptores manosa/fucosa fueron 
atrapados sobre el gel de aci do polimanur6nico , si se observaron macrofagos adheri
dos. Ademas, es conveniente aclarar que no se ha logrado montar un metodo que 
permita determinar cuantitativamente el atrapamiento de receptores por un sustrato. 

Considerando que los r esultados de la fagocitosis de ~- capsulatum con el 
acido B 1 + 4-D-polimanuronico son menos relevantes frente a los observados con 
la D(+) manosa y el metil-a-D-manopiranosa se sugiere que el hongo utiliza prefe
rentemente receptores a -manosa para su internalizaci6n. Sin embargo, no se descar
ta la posibilidad de que en el macrofago existan receptores para unir ligandos 
8-manosa, aunque estes no sean utilizados preferencialmente para la internalizaci6n 
del hongo. 

El analisis de los indices fagociticos con ambos microorganismos, tanto en 
los experirnentos de competencia de ligandos (Figs. 2-4) como en los de atrapamien
to de receptores (Figs. 6-8), no muestran cambios puesto que la capacidad de inter
nalizaci6n del macrofago no varia con estes tratamientos y, por lo general, fagoci
tan de 1 a 6 levaduras, lo que corresponde a la relaci6n 5:1 de levaduras/macrofago 
utilizada. Finalmente, la expresi6n del indice fagocitico, como lo muestr an las 
figuras 4 y 8, sugiere que los macr6fagos predominantemente fagocitan de 1 a 2 
levaduras. 

Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan el plantearniento de que el 
r eceptor manosa/fucosa participa en la fagocitosis de ~- capsulatum en el sistema 
de macrofagos murinos utilizado, aunque se cree que no sea el receptor primario 
comprometido con la internalizaci6n de levaduras de este hongo. 
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