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PAGOCITOSIS POR MACROFAGOS MURINOS DB LBVADURAS DB Histoplasma 
capsulatum OPSONIZADAS CON DIFBRBNTBS SUBCLASBS DE IgG 
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Maria Lucia Taylor* 

MURINE MACROPHAGBS PHAGOCYTOSIS OF Histoplasma capsulatum YEASTS 
OPSONIZED WITH DIFFERENT IgG SUBCLASSES 

SUMMARY 

Internalization kinetics of opzonized yeasts with different 
IgG subclasses obtained from infected mice and the participation 
of several Fe'!' receptors (Fc'l'R) were studied. Yeast cells were 
incubated 30 min at 37"C with enriched fractions of ant i ­
Histoplasma IgG1 , IgG2a, or IgG2b separated by protein A­
Sepharose chromatography. IgG from non infected mice was used as 
control. Before trigger i ng internalization at 37"C, opsonized 
ye asts were washed and adjusted to a 5 :1 rat.i:o in re lation to 
phagocytic cells. A murine macrophage J774.2 cell line monolayer 
was used and yeasts' attachment on the cultured monolayer was 
performed for 1 h at 4 "C, to standardize and synchronize the 
inocula ingestion . IgG and FcTR participation was determined 
through a modified ELISA test, using a goat IgM anti- mouse IgG 
peroxidase-conjugate t o evidence IgG opsonized yeasts on the 
macrophages' surface at different times of phagocytosis. Results 
showed a decrease in the optical density (O.D.) determined by 
ELISA at 15- 60 min, followe d by a recovery of O.D . during the 
further phagocytic times , suggesting a disappearance of Fc'l'R 
during these times due to their utilization or cointe rnalization 
t ogether with opsonized yeasts, a s we ll as a possible recycling 
mechanism. I n relation to the different IgG subclasses used, 
results support the highest opsonizing activity for IgG1 a nd 
IgG2a a nd a probable FcTRII participation in the internalization 
of opsonized yeasts. 

* Departamento de Microbiologia y Parasitologia. Facultad de 
Medicina, Universidad Naciona l Aut6noma de Mexico . Mexico, D.F. 
04510 , Mexico. 
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RESUMEN 

Se estudi6 la cin~tica de internalizaci6n de levaduras 
opsonizadas con diferentes subclases de IgG obtenidas de ratones 
infectados, asi como la participaci6n de distintos receptores Fer 
(FcrR). Las celulas levaduriformes fueron incubadas 30 min a 37°C 
con fracciones enriquecidas por cromatograf1a en Sepharose­
prote1na A de IgG1 , IgG2 , o IgG2b con actividad anti­
Histoplasma. Se utiliz6 Ig~ de ratones no infectados como 
testigo. Antes de permitir la internalizaci6n a 37°C, las 
levaduras opsonizadas fueron lavadas y ajustadas a una relaci6n 
5:1 con respecto a las celulas fagociticas. se emp.learon 
monocapas de una linea celular de macr6fagos murinos, la J774.2, 
y se permiti6 la adherencia de levaduras por 1 h a 4°C, sabre las 
monocapas cultivadas, para uniformar y sincronizar la ingesti6n 
del in6culo. La participaci6n de las IgG y del FcrR fue 
determinada por una modificaci6n de la t~cnica de ELISA, 
utilizando una IgM de cabra anti-IgG de rat6n conjugada a 
peroxidasa, para evidenciar levaduras opsonizadas con IgG en la 
superficie de los macr6fagos a diferentes tiempos de fagocitosis. 
Los resultados mostraron una baja en las lecturas de densidad 
6ptica, reveladas por ELISA, a los 15-60 min de fagocitosis, 
recuperandose estas en 'los tiempos posteriores, lo que sugiere la 
desaparici6n de los FcrR en este periodo debido a su utilizaci6n 
o cointernalizaci6n por las levaduras opsonizadas , asi como su 
posible reciclaje. Respecto a las diferentes subclases de IgG 
empleadas, los resultados permitieron caracterizar una mayor 
actividad opsonizante para las IgG1 e IgG4a y una probable 
participaci6n del receptor FerRI! en la 1nternalizaci6n de 
levaduras opsonizadas. 

Ill'rRODUCCI:ON 

Los macr6fagos, en concierto con los mecanismos inmunes 
humorales y celulares son los efectores finales en la destrucci6n 
de muchos parAsites, una vez que han side ingeridos. La 
interacci6n de los macr6fagos con los parasites involucra 
reconocimiento molecular y el entendimiento de como estas 
interacciones contribuyen a la eliminaci6n de invasores o a su 
capacidad de sobrevivir en el hospedero, es fundamental para el 
avance del conocimiento de los procesos infecciosos. 

La histoplasmosis es una enfermedad producida por un 
parasite intracelular facultative, el hongo dirn6rfico Histoplasma 
capsulatum var. capsula tum Darling 1906, que en un hospedero 
susceptible se presenta bajo la forma de levadura con gran 
afinidad por el sistema fagocitico mononuclear. A pesar de que se 
desconocen a la fecha rnuchos de los eventos que intervienen en la 
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formaci6n del binomio hongoffagocito se cree que el contacto 
inicial, dado por la uni6n del bongo a los receptores de la 
membrana plasm~tica del fagocito, j uega un papel importante en el 
destine final de las levaduras fagocitadas . 

La uni6n de levaduras no opsonizadas de H.capsulatum a una 
familia de receptores expresados en macr6fagos humanos 
cultivados, fue descrita inicialmente por Bullock y Wright 
(1987) . Schnur y Newman (1990), demostraron la participaci6n del 
complejo CD18, de neutr6filos humanos, en la uni6n de estas 
levaduras. Las c6lulas tanqicas reconocen en macr6faqos 
cultivados y en neutr6filos humanos, componentes de membrana, 
preferencialmente la cadena B de las integrinas CRJ, LFA-1, y 
pl50.95 (Bullock y Wright, 1987; Schnur y Newman, 1990 ; Newman et 
a1.,1990). La posible participaci6n de IgG y CJbi como opsoninas 
s6ricas, promoviendo un aumento de la fagocitosis de levaduras 
por polimorfonucleares humanos ha sido planteada por Bullock y 
Wright (1987) y por Schnur y Newman (1990); tambi6n fueron 
investigados, en fagocitos humanos, los receptores manosa/fucosa 
no encontr~ndose, sin embargo, una actividad importante de 6stos 
en la internalizaci6n de Histoplasma (Bullock y Wright, 1987). 

El estudio de receptores para la internalizaci6n del bongo 
en el modele de fagocitos murinos fue inicialmente abordado por 
Jerez y Taylor (1989), quienes utilizaron macr6fagos peritoneales 
de rat6n que est~n enriquecidos en receptores manosa;tucosa; sus 
resultados mostraron una participaci6n pobre de estes receptores 
en la fagocitosis de levaduras, y confirman las observaciones de 
Bullock y Wright (1987) en fagocitos humanos . 

Rico-Galindo (1987), al estudiar receptores Fe~ por 
iodinizaci6n de prote1nas de membrana de macr6fagos y por la 
formaci6n de rosetas con eritrocitos cubiertos con anticuerpos, 
en macr6fagos infectados con levaduras opsonizadas del bongo, 
mostr6 que los receptores Fer participan en la internalizaci6n 
del bongo por los macr6fagos, aunque, no aceleran esta etapa del 
proceso fagoc1tico. Adem!s, sus resultados sugieren que estos 
receptores son parcialmente reciclados a la membrana de la c~lula 
fagoc1tica despu6s de cumplirse 30-60 min de fagocitosis de las 
levaduras ~psonizadas con IgG anti-Histoplasma . 

Considerando lo anterior y con el prop6sito de identificar 
los receptores para la fracci6n Fe de las inmunoglobulinas G 
(Fc~R) que participan en la internalizaci6n de levaduras del 
bongo en macr6fagos murinos, se plante6 el presente trabajo. 
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NATBRIALES Y METODOS 

Microorganisaos. se emple6 una cepa de Histoplasma capsulatum de 
alta virulencia-EH53, del cepario del Departamento de 
Microbiologi a y Parasitologia de la Facultad de Medicina, UNAM. 
La cepa fue mantenida en fase levaduriforme a 37°C en medic de 
infusion cerebro coraz6n (BHI) (Biox6n, M~xico, D. F.), 
suplementado con 0.1% de L-cisteina y 1% de glucosa. 

Cilulas . Se utilizaron macr6fagos de la linea celular J774. 2 
derivada de un sarcoma de c6lulas reticulares de ratones BALB/c 
(Ralph y Nakoins, 1975; Ralph et al., 1975). Estos se cultivaron 
a 37°C con atm6sfera hQmeda y co2 al 5%, en frascos de plAstico 
(Nunc, Roskilde, Denmark) conteniendo Medio Eagle Modificado por 
Dulbecco (MEMD) (Gibco, Grand Island Biological Co., N. Y.) 
debidamente suplementado con 50 ~g/ml de gentamicina (Scheramex, 
M~xico, D. F.), 2.0 mM L-glutamina, 1 . 0 mM piruvato de sodio y 20% 
de suero fetal bovine (Gibco). 

Animales. Se utilizaron ratones machos singenicos BALB/c para la 
inmunizaci6n con el hongo y posterior obtenci6n de 
inmunoglobulinas G. Los animales fueron adquiridos del bioterio 
de la Facultad de Medicina, UNAM. 

Reactivos. Todos los reactivos 
especifican, procedieron de los 
S.A., Mexico, D.F. 

empleados, salvo los 
Laboratories Merck de 

que se 
Mexico, 

Iruaunizac:i6n de animales para la obtencion de anticuerpos anti­
Histoplasma. Ratones machos BALB/c de 4 meses fueron infectados 
por inyecci6n intraperi toneal con la dosis letal 50 (DL5 ) de la 
fase lev,duriforme de la cepa EH53, que corresponde al in~culo de 
5.6 x 10 levadurasfml (Reyes-Montes et al., 1985) . Se observ6 la 
evoluci6n de la infecci6n durante un periodo de 15 a 30 dias. A 
la aparici6n de los signos de enfermedad: pelo erizado, p6rdida 
de peso y disminuci6n de actividad del animal, se sangraron los 
ratones y se separ6 el suero, almacenAndolo a -20°C. 

Obtenci6n de inmunoglobulinas G (IgG) . se separaron fracciones 
enriquecidas de IgG a partir del suero normal de ratones no 
infectados o del suero inmune procedente de animales infectados 
con Histoplasma . El metodo para la separaci6n- de subclases de IgG 
fue similar al descrito por Ey et al . (1978). Una vez obtenido el 
suero se adicionaron 2 ml de fosfato de sodio 0.1 M pH 8.0 por 
cada 3-4 ml de suero. Se ajust6 el pH de la muestra serica a 8.1 
con Tris-HCl 1. o M pH 9. 0 y se aplic6 a una columna de 
Sepharose 4B-proteina A (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.), 
previamente equilibrada con amortiguador de fosfatos o. 1 M pH 
8 . 0. se dej6 reposar de 20-30 min. El material no retenido se 
eluy6 con 3 0 ml de amortiguador de fosfatos 0. 1 M pH 8 . 0 hasta 
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obtener una densidad 6ptica de cero a 280 nm. La IgG1 se eluy6 
con 30 ml de amortiguador de citratos 0.1 M pH 6.0 y se lav6 la 
columna con 20-25 ml de amortiguador de citratos 0 . 1 MpH 5.5. La 
IgG2a se eluy6 con 25-30 ml de amortiguador de citratos 0.1 MpH 
4.5 y la IgG2b con 25-30 ml de amortiguador de citratos 0.1 M pH 
3.5. Todo el procedimiento se realiz6 a 4°C. 

Opsonizaci6n. A partir del cultivo del hongo en fase logaritmica 
de crecimiento se cosecharon las levaduras por centrifugaci6n a 
1000 g 10 min; se lavaron con amortiguador salino de fosfatos 
(ASF) 0 . 15 M pH 7 . 2 y se contaron en c~mara de Neubauer. Se les 
adicion6, por separado, cada una de las IgG obtenidas del suero 
anti-Histoplasma o la IgG separada del suero normal, determinando 
sus actividades opsonizantes segG.n Kozel y McGaw (1979). 
Brevemente · Se coloc6 un numero constante de levaduras 
(2.35 x 106) en una serie de pozos de una placa de poliestireno y 
se anadieron cantidades crecientes de la IgG a probar; se incub6 
a 37°C durante 30 min y se agreg6 anti-IgG de raton obtenida en 
conejo, de clase IgM (Sigma), diluida de acuerdo a las 
especificaciones de la casa comercial . Se incub6 30 min a 37°C y 
se observe en el fondo del pozo la aglutinaci6n. Para los ensayos 
de fagocitosis, segun la cantidad de levaduras requerida por el 
experimento, y la inmunoglobulina G de que se tratase, se 
adicion6 la IgG respectiva al paquete de levaduras resuspendido 
en medio MEMO y se incub6 durante 30 min a 37°C. Se centrifug6 a 
700 g por 30 min para eliminar el anticuerpo libre y se restituy6 
el vo1umen original con MEMO fresco. 

Infecci6n de aacr6faqos in vitro. Monocapas de macr6fagos 
cultivadas en placas de 96 pozos (Nunc), · por 24 h, fueron 
utilizadas para la infecci6n con levaduras de H. capsula tum. Se 
lavaron las monocapas con MEMO previa la infecci6n y se agreg6 el 
in6culo de levaduras opsonizadas segun lo descrito anteriormente, 
en una relaci6n de 5 levaduras por macr6fago . Se permiti6 la 
adherencia durante 1 h a 4 °C . Se lava ron las monocapas para 
eliminar las levaduras no adheridas, se agreg6 medio de cultivo 
fresco y se incub6 a 37°C en atmosfera humeda de co al 5%, para 
permitir la fagocitosis durante diferentes tiempos: ~. 5, 15, 30, 
60, y 120 min. Una vez transcurrido el tiempo de fagocitosis se 
procesaron los cultivos para la prueba de ELISA modificada como 
se indica m~s adelante. 

Para determinar la viabilidad de Histoplasma, se sembraron 
los in6culos, por plaqueo en cajas de Petri con BHI-Agar, despues 
de realizada la infecci6n. se incubaron las placas por 2-3 
semanas a temperatura ambiente y se observ6 la reversi6n del 
hongo a la fase micelial, por macro y microscopia. 

Prueba de ELISA aodificada. Una vez realizada la infecci6n de las 
monocapas cultivadas de macr6fagos con levaduras opsonizadas con 
las diferentes subclases de IgG, y despues de haber transcurrido 
cada tiempo deseado de fagocitosis, los cultivos se lavaron y se 
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fijaron con metanol durante 10 min. En seguida, se procedi6 a la 
realizaci6n de la tecnica de ELISA segun Voller et al. (1979). Se 
lavaron los pozos, varias veces, con ASF pH 7.4 conteniendo 0.05% 
(vfv) de Tween 20 (ASF-Tween) y se les ai'iadieron 100 J.!l de 
albumina serica bovina (ASB) al 5% en ASF-Tween. Se incubaron 
durante 30 min a temperatura ambiente y se lavaron, repetidas 
veces, con ASF-Tween. Posteriormente, se les agregaron 50 J.!l de 
una IgM de cabra anti-IgG de r aton conjugada a peroxidasa (Sigma) 
y se incubaron a 37"C dura nt e 1 h. Se lavaron nuevament e, los 
pozos, con ASF- Tween y se les ai'iadieron 50 1-11 del sust rato 
prepar ado con ortofenildiarnina a 40 mg/ 100 ml de amortiguador de 
citrate (0.1 M)-fosfato (0.2 M) pH 5 . 0 y 40 1-11 de per6xido de 
hidr6geno al 30%. Se permiti6 llevar a cabo la reacci6n en la 
oscuridad hasta el desarrollo del color. La reacci6n fue detenida 
con 50 J.!lfpozo de Acido sulfurico 2. 5 M y el contenido de cada 
pozo fue transferido a una placa nueva para hacer la lectura, la 
cual se realiz6 a 492 nm en un lector de ELISA (Dynatech modele 
MR-300, Alejandria, VA.). 

Como testigos para estes experimentos se usaron macr6fagos 
sin infectar , macr6fagos infectados con levadur as sin opsonizar y 
macr6fagos mas particulas de lAtex de 0.45 I' de diametro (Sigma), 
ai'iadiendo estas en la misma relaci6n de las levaduras, esto es, 
5 particulas por macr6fago. 

RESULTADOS 

De t erminaei6n de l a actividad opsonizante. La reactividad de las 
subclases de IgG, obtenidas del suero anti-Histoplasma, hacia l as 
levaduras del hongo, fue probada per aglutinaci6n i ndirecta. La 
tabla 1 muestra los resultados, observAndose que las diferentes 
subclases participan e n la r e acci6n, mientras que los testigos de 
levaduras no opsonizadas, en presencia de una a nti-IgG de raton 
de clase IgM, no desarrollan aglutinac~6n . Al utilizar un n6mero 
constante de levaduras de 2 . 35 x 10 , las dosis opsonizantes 
baja, media y alta para las IgG1 e IgG2a fueron de 0.62, 1.25 y 
2.5 1-1g y para la I gG2b fueron de 5, 10 y 20 1-1g de proteinas, 
respecti vamente. Estas dosis fueron empleadas en la realizaci6n 
de los exper imentos subsecuentes. La IgG testigo, obtenida de 
suero normal de r atones no i n fectados , no desarrolla act ividad 
aglutinante. 

Pr ue ba de ELISA mod i ricada. Con el interes de identificar la 
subclase de IgG anti-Histoplasma que mAs participa en la 
internalizaci6n de levaduras del hongo, por medic de los 
diferentes receptores Fer de macr6fagos, y ade'llas caracterizar 
mejor la cinetica de tiempo de fagocitosis de las levaduras 
opsonizadas, se emple6 una prueba de ELISA modificada, la cual 
permitiria solamente determinar levaduras opson izadas mientras se 
hallaban adheridas al macr6fago. Utilizamos macr6fagos . infectados 
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Tabla 1. Actividad opsonizante de las IgG obtenidas por 
cromatograf1a de afinidad en Sepharose- prote1na A 

Subclases de 
IgG 

suero inmune 
anti-Histoplasma 

IgG1 

IgG2a 

IgG2b 
suero no.rmal 

IgG testigo 

0.15 
~g de prote1nas de las IgG 

0 . 31 0.62 1.25 2.5 5 10 

+ + + 

± + ± 

+ + 

163 

20 

+ 

La actividad opsonizante fue estimada por la tecnica de 
aglutinaci6n de Kozel y McGaw (1979). Se coloc6 en cada pozo una 
diluci6n de 1a IgG murina a probar con una cantidad determinada 
de prote1na y se agreg6 un nfimero constante de levaduras (2.35 x 
106 ). Despues de ajustar el volumen final en los pozos, se anadi6 
una anti-IgG de raton de clase IgM . Se procesaron testigos de 
levaduras no opsonizadas tratadas con la anti-IgG de rat6n, ver 
detalles en Materiales y Metodos. 
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con levaduras opsonizadas y diferentes testigos, tales como, 
macr6fagos no infectados y rnacr6fagos fagocitando levaduras no 
opsonizadas o parti culas de latex. Una vez alcanzado cada tiempo 
de fagocitosis, se detuvo el proceso fagocitico por incubaci6n en 
frio y se anadi6 la anti-IgG acoplada a peroxidasa para 
determinar el tiempo en que desaparecen las levaduras opsonizadas 
de la superficie del fagocito, hecho que se evidencia por la 
disminuci6n de la intensidad de la reacci6n proporcionada por la 
enzima mAs su sustrato. 

Estos experimentos se realizaron procediendo a la opsonizaci6n 
de levaduras con 3 concentraciones distintas de proteinas de las 
subclases de IgG utilizadas y rnanteniendo la relaci6n 
macr6fagojhongo de 1:5. Los resultados se observan en las figuras 
1-3. Las dosis opsonizantes bajas y medias (Figs.1 y 2) 
permitleron discrirninar mas claramente la participaci6n de las 
inrnunoglobulinas, destacandose primeramente la IgG1 seguida de la 
IgG2a. Con ambas se desarrollaron lecturas de D.O. elevadas a los 
tiempos de 0-5 min cuando aun se encontraban levaduras adheridas 
al fagocito; posteriormente se abatieron las lecturas a los 15 
min, desapareciendo estas a los 30-60 min de fagocitosis, 
correspondiendo posiblemente este tiempo a la completa 
internalizaci6n de las levaduras. En los tiempos tardios de 
fagocitosis se observ6 una recuperaci6n de las lecturas de D.O. 
exclusivamente con levaduras opsonizadas (Figs .l-3). Los 
experimentos con dosis opson izantes altas (Fig. 3) dieron menores 
lecturas de D.O. y el c omportamiento individual de cada subclase 
de IgG fue menos claro, aunque se repiti6 la misma cinetica para 
los distintos tiempos de fagoci tosis . La IgG2b en los varios 
ensayos realizados siempre present6 lecturas mas bajas en todos 
los tiempos procesados (Figs. 1 - 3) . 

Por lo general, las lecturas de ELISA fueron muy bajas en los 
ensayos testigos procesados con rnacr 6fagos fagocitando levaduras 
tratadas con IgG obtenidas de suero de ratones no infectados 
(Fig. 1-3), levaduras no opsonizadas o particulas de latex (Fig. 
4). Las cineticas observadas en los testigos, a diferencia de los 
ensayos con IgG anti-Histoplasma, carecen de recuperaci6n de las 
lecturas de D.O. en los tiempos tardios de fagocitosis (Fig. 4) . 

Los datos graficados fueron corregidos con los valores de l as 
lecturas obtenidas, de cada tiempo, de macr6fagos sin infectar. 

/ 
DISCUS ION 

El destine final de las particulas ingeridas por los 
macr6fagos esta relacionado con el tipo de receptor al que se 
adhieren (Mosser y Edelson, 1984). El receptor para la fracci6n 
Fe de las IgG es uno de los mAs relevantes en la internalizaci6n 
de parasites, particularmente de bacterias extracelulares 
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Fig. 1. Participaci6n de subclases de IgG murinas en la 
fa9ocitosis de macr6fa9os infectados con levaduras de 
H. c apsulatum ops onizadas con dosis bajas de inmunoglobulinas. Se 
utiliz6 la prueba de ELISA modificada, seg6n lo descrito en 
Materiales y ·M6todos. Se empl earon las dosis ops onizantes de o. 62 
1>9 de I9G1 e IgG2a, y de 5 1>9 de prote1nas de la I9G2b, 
determinadas por la tecnica de aglutinaci 6n de Kozel y McGaw 
(1979) . Para la I9G de ratones no infe.ctados se uti liz6 l a dosis 
de 1. a 1>9 de proteinas que corresponde a una dosis a9lutinante 
para parti culas de 16t ex cubiertas con esta inmunoglobulina. Los 
valores 9raficados fueron corre9idos con las l ecturas 
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Fig . 2 . Participaci6n de subclases de IgG murinas en 1a 
fagocitosis de m~cr6fagos infectados con levaduras de 
H. capsulatum opsonizadas con dosis medias de i nmunog l obulinas. Se 
emplearon l a s dosis opsonizantes de 1.25 ~9 de IgG1 e IgG2a • y de 
10 ~g de prote1nas de l a IgG2b , determinadas por la t~cnica de 
aglutinaci6n de Kozel y ~cGaw (1979). Ver detalles en la 
figura 1. 
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Fig. 3. Participaci6n de subclases de IgG murinas en la 
fagocitosis de macr6fagos infectados con levaduras de 
H.capsula~um opso nizadas con dosis altas de irrmunoglobulinas . Se 
emplearon las dosis opsonizantes de 2 . 5 ~g de IgG1 e IgG2a, y de 
20 IJ9 de proteinas de lltl IgG2 b, determinadas por la tecnica de 
aglutinaci6n de Kozel y Jo!cGaw (1979). Ver detalles en la 
figura 1. 

16/ 



168 Rev . Hex. Hie. 7, 1991 

DENSIDAD OPTICA ( 490 nm ) 
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Fig. 4. Fagocitosis de levaduras no opsonizadas y de part1culas 
de lEltex por Jllacr6fagos murinos. Los valores graf icados fueron 
corregidos con las lecturas inespecificas dadas, para cada 
tiempo, de los testigos de macr6fagos no infectados . Se 
utilizaron 1 x 105 macr6fagos por pozo, manteniendo la relaci6n 
de 1: 5 de macr6fago:part1cula fagocitada ( levadu ra o lAtex). 
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capsuladas (Mosser y Edelson, 1984). En la fagocitosis de algunos 
microorganismos intracelulares, los mecanismos oxidativos del 
fagocito s6lo se disparan si el parasite es internalizado a 
tr·av l!s del receptor Fer (Wilson et al., 1980), lo que induce en 
otros modelos intracelulares la necesidad de determinar la 
fagocitosis de ellos mediante esta via . 

Resultados anteriores (Rico-Galindo, 1987) apoyan la 
participaci6n de los receptores Fer (FcrR) en la fagocitosis de 
H.capsulatum por macr6fagos murinos, aunque estes no parecen ser 
los preferenciales, puesto que no modifican la cinetica de 
internalizaci6n de levaduras del hongo . Sin embargo, los datos no 
aportan informaci6n sobre el tipo de FcrR involucrado, ni 
tampoco, sobre la participaci6n de las distintas subclases de IgG 
murina en la fagoci tosis de Histoplasma, raz6n por la cual se 
plante6 la presente investigaci6n . 

Para comprobar que las IgG separadas por Sepharose-prote1na A 
opsonizaban las levaduras del hongo, se utiliz6 una prueba de 
aglutinaci6n indirecta , realizAndola con una anti-IgG de 
clase IgM, puesto que las IgG no son buenas aglutinantes, 
mientras que las IgM lo son . En el procedimiento de separaci6n de 
las IgG, la inmunoglobulina obtenida en mayor c antidad fue la 
IgG1 . Esta y la IgG2a presentaron mayor sensibilidad a la 
opsonizaci6n debido a que sus dosis reactivas fueron menores que 
las requeridas para la IgG2b (Tabla 1) . 

La utilizaci6n de macr6fagos adheridos a fase s6lida en la 
prueba de ELISA ha sido previamente empleada en una modificaci6n 
de la tecnica de MIF, con anticuerpos anti-macr6fago acoplados a 
la peroxidasa (Peck, 1983). La presente modificaci6n consisti6 en 
usar como revelador un conjugado anti-IgG-enzima, para evidenciar 
las levaduras opsonizadas con IgG anti-Histoplasma y adheridas a 
la superficie de los macr~agos; considerando que los macr6fagos 
presentan cerca de 1 x 10 FcrR por cl!lula (Unkeless, 1980}, la 
realizaci6n de la prueba fue numericamente factible. 

Ensayos preliminares utilizando diferentes concentraciones de 
macr6fagos no mostraron variaciones criticas en las lecturas d~ 
ELISA, raz6n por la cual se eligi6 la concentraci6n de 1 x 10 
macr6fagos para la realizaci6n de los posteriores experimentos. 

Los experiment0s fueron realizados sincronizando el inicio de 
la fase de ingesti6n, permitiendo la adhere ncia del bongo a 4°C 
durante 1 h . se ha descrito que la adherencia en frio reduce la 
migraci6n molecular en el plano de la membrana impidiendo la 
interacci6n de multiples puntos de uni6n con el parAsite (Mosser 
y Edelson, 1984) y por este moti vo favorece la acci6n 
independiente de un solo tipo de receptor, e v itAndose as1 efectos 
colaterales por la participaci6n simultanea o sinergica de otros 
receptores. 
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Los ensayos de fagocitosis para determinar el efecto 
opsonizante de las IgG mostraron, tanto para la IgG1 como para la 
IgG2a, lecturas altas de D.O. en la prueba de ELISA, mientras que 
la IgG2b no desarroll6 lecturas considerables, hecho que coincide 
ademAs con las dosis elevadas de prote1nas requeridas para la 
mejor expresi6n de su efecto opsonizante (Tabla 1), sugiriendo 
estas ultimas observaciones una pobre participaci6n de la IgG2b. 

Un hecho importante repetido en todos los experimeritos 
procesados con levaduras opsonizadas con IgG espec1ficas, fue la 
disminuci6n de las lecturas de D.O., a partir de los 15 min y la 
recuperaci6n de estas a los 120 min, mientras que ninguno de los 
testigos mostr6 un comportamiento similar. Esto indica que los 
receptores desaparecen de la superficie de los macr6fagos 
posiblemente cointernalizando con las levaduras. AdemAs, hay que 
considerar que todas las lecturas fueron corregidas con los 
valores de reacciones inespec1ficas del testigo de macr6fagos no 
infectados. Estos resultados fueron similares a los descritos por 
Rico-Galindo (1987), al realizar sus estudios sobre el papel de 
los FcrR en la fagocitosis de Histoplasma por metodos mAs 
complejos, como son la radioiodinizaci6n .de prote1nas de membrana 
del fagocito y la cuantificaci6n de celulas formadoras de rosetas 
para eritrocitos cubiertos con IgG. 

La recuperaci6n de lecturas en los tiempos tardios de 
fagocitosis sugiere la posible reaparici6n o reciclaje de 
receptores en la membrana plasmAtica del fagocito. Los resultados 
sugieren ademAs que los receptores no reciclan solos, puesto que 
se necesita de la presencia del ligando, esto es la IgG, para ser 
revelados por ELISA. No hay evidencia de levaduras completas en 
la superficie de los macr6fagos despues de cumplirse el proceso 
fagocitico , as1 que es factible que el receptor regrese a la 
superficie celular con el ligando o con este unido a componentes 
degradados de la levadura. Mellman et al. ( 1983) han observado 
que los receptores FerRI! permanecen en niveles bajos por mAs de 
24 h, sugiriendo que son degradados. En ausencia de ligando 
encuentran que el receptor se degrada en un t 112 de 10 h, 
mientras que en su presencia un 50% se degrada m~s rApidamente 
con un t 112. menor a 2 h; se sabe ademAs que reciclan otros 
polipeptid6s de la membrana plasmatica en tiempos de 18 a 22 h, 
independientemente de si fueron fagocitados o no. Sin embargo, 
existen evidencias de que la membrana de vacuolas endoc1ticas 
puede reciclarse entre 5 y 10 min despues de penetrar en la 
celula e incluso antes de unirse a los lisosomas. 

El objetivo de usar diferentes subclases de IgG fue el de 
determinar la participaci6n de los receptores FerRI y FerRI!. se 
ha reportado en varies modelos, que el FerRI! es un receptor de 
baja afinidad, siendo espec1fico para IgG2 b, IgG1 e IgG2a; es el 
de mayor relevancia en la adherencia de m1croorganismos, asi como 
para la ingesti6n y puesta en marcha del e s tallido respiratorio . 
Se sabe, ademAs, que los organismos que interactuan con el 
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promueven la fusi6n fago-lisosomal, observiindose un aumento de 
lisosomas secundarios (Mosser y Edelson, 1984). El FerRI se 
encuentra en mayor numero entre los macr6fagos activados y es de 
alta afinidad para IgG2a, y finalmente el FerRI!! que ha sido 
menos estudiado es supuestamente especifico para IgG3 (Unkeless 
et al . , 1988). Conociendo el anteced~nte de que la afinidad de la 
IgG monom~rica para los receptores de la linea celular J774.2 es 
muy baja en comparaci6n con la afinidad que tienen los complejos 
antigeno-anticuerpo (Ralph et al., 1975), se considera que los 
resultados obtenidos con lecturas mas altas para IgG1 apoyan que 
esta es la subclase mejor opsonizante, y tambien sugieren un 
mayor compromise del FerRI! en la internalizaci6n de levaduras 
opsonizadas, aun considerando la baja respuesta de la IgG2b. 

Este trabajo contribuye al estudio sobre el papel de los 
receptores en la fagocitosis de H.capsulatum por macr6fagos 
murinos. Es de gran relevancia encontrar respuestas a varias 
preguntas e inc6gnitas aqui planteadas para lograr una mejor 
comprensi6n de la relaci6n temprana que establecen los macr6fagos 
y las levaduras del hongo en la etapa de infecci6n y sus 
implicaciones en la patogenia de la enfermedad. 
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