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FAGOCITOSIS POR MACROFAGOS MURINOS DE LEVADURAS DE Histoplasma
capsulatum OPBONIZADAS CON DIFERENTES SUBCLASES DE IgG

por Blanca Rico-Galindo*
Esperanza Duarte-Escalante* y
Maria Lucia Taylor*

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

B8UMMARY

Internalization kinetics of opzonized yeasts with different
IgG subclasses obtained from infected mice and the participation
of several For receptors (FcTR) were studied. Yeast cells were
incubated 30 min at 37°C with enriched fractions of anti-
Histoplasma IgG,, IgGy,, Or IgGyy, separated by protein A-
Sepharose chroma%ography. IgG from non infected mice was used as
control. Before triggering internalization at 37°C, opsonized
yeasts were washed and adjusted to a 5:1 ratio in relation to
phagocytic cells. A murine macrophage J774.2 cell line monolayer
was used and yeasts' attachment on the cultured monclayer was
performed for 1 h at 4°C, to standardize and synchronize the
inocula ingestion. IgG and Fc7tR participation was determined
through a modified ELISA test, using a goat IgM anti-mouse IgG
peroxidase-conjugate to evidence IgG opsonized yeasts on the
macrophages' surface at different times of phagocytosis. Results
showed a decrease in the optical density (0.D.) determined by
ELISA at 15-60 min, followsd by a recovery of 0.D. during the
further phagocytic times, suggesting a disappearance of FcTR
during these times due to their utilization or cointernalization
together with opsonized yeasts, as well as a possible recycling
mechanism. In relation to the different IgG subclasses used,
results support the highest opsonizing activity for IgG, and
IgGsy, ang a probable FcrTRII participation in the internalization
of opsonized yeasts.

* Departamento de Microbiologia y Parasitologia. Facultad de
Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México. México, D.F.
04510, México.
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RESUMEN

Se estudié la cinética de internalizacién de levaduras
opsonizadas con diferentes subclases de IgG obtenidas de ratones
infectados, asi como la participaci6én de distintos receptores Fcr
(FcTR) . Las células levaduriformes fueron incubadas 30 min a 37°C
con fracciones enriquecidas por cromatografia en Sepharose-
proteina A de IgG,, IgG,,, © IgGy, con actividad anti-
Histoplasma. Se utilizé Igg de ratones no infectados como
testigo. Antes de permitir 1la internalizacién a 37°C, las
levaduras opsonizadas fueron lavadas y ajustadas a una relacién
5:1 con respecto a las células fagociticas. Se emplearon
monocapas de una linea celular de macrdfagos murinos, la J774.2,
y se permitid la adherencia de levaduras por 1 h a 4°C, sobre las
monocapas cultivadas, para uniformar y sincronizar la ingestién
del indculo. La participacién de las IgG y del FcrR fue
determinada por una modificacién de 1la técnica de ELISA,
utilizando una IgM de cabra anti-Ig6 de ratén conjugada a
peroxidasa, para evidenciar levaduras opsonizadas con IgG en la
superficie de los macréfagos a diferentes tiempos de fagocitosis.
Los resultados mostraron una baja en las lecturas de densidad
éptica, reveladas por ELISA, a los 15-60 min de fagocitosis,
recuperandose éstas en los tiempos posteriores, lo que sugiere la
desaparicién de los Fc7R en este periodo debido a su utilizacién
o cointernalizacidén por las levaduras opsconizadas , asi como su
posible reciclaje. Respecto a las diferentes subclases de IgG
empleadas, los resultados permitieron caracterizar una mayor
actividad opsonizante para las IgG, e IgG,, Y una probable
participacién del receptor FctRII "en 1la internalizacién de
levaduras opsonizadas.

INTRODUCCION

Los macréfagos, en concierto con los mecanismos inmunes
humorales y celulares son los efectores finales en la destruccién
de muchos parédsitos, una wvez gque han sido ingeridos. La
interaccién de 1los macréfagos con los pardsitos involucra
reconocimiento molecular y el entendimiento de cémo estas
interacciones contribuyen a la eliminacién 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
parasito intracelular facultativo, el hongo dimérfico Histoplasma
capsulatum var. capsulatum Darling 1906, gue 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 muchos de los eventos que intervienen en la
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formacién del binomio hongo/fagocito se cree que el contacto
inicial, dade por 1la unitn del hongo a los receptores de 1la
membrana plasmatica del fagocito, juega un papel importante en el
destino final de las levaduras fagocitadas.

La unién de levaduras no opsonizadas de H.capsulatum a una
familia de receptores expresados en macréfagos  humanos
cultivados, fue descrita inicialmente por Bullock y Wright
(1987) . Schnur y Newman (1990), demostraron la participacién del
complejo CD18, de neutré6filos humanos, en la unién de estas
levaduras. Las células filngicas reconocen en macréfagos
cultivados y en neutréfilos humanos, componentes de membrana,
preferencialmente la cadena B de las integrinas CR3, LFA-1, ¥y
pl150.95 (Bullock y Wright, 1987; Schnur y Newman, 1990; Newman et
al.,1990). La posible participacién de IgG y C3bi como opsoninas
séricas, 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); también fueron
investigados, en fagocitos humanos, los receptores manosa/fucosa
no encontrédndose, sin embargo, una actividad importante de éstos
en la internalizacidén de Histoplasma (Bullock y Wright, 1987).

El estudio de receptores para la internalizacién del hongo
en el modelo de fagocitos murinos fue inicialmente abordado por
Jerez y Taylor (1989), quienes utilizaron macréfagos peritoneales
de ratdén que estan enriquecidos en receptores manosa/fucosa; sus
resultados mostraron una participacidén pobre de estos receptores
en la fagocitosis de levaduras, y confirman las observaciones de
Bullock y Wright (1987) en fagocitos humanos.

Rico-Galindo (1987), al estudiar receptores Fcr por
iodinizacién de proteinas de membrana de macrdofagos y por la
formacién de rosetas con eritrocitos cubiertes con anticuerpos,
en macréfagos infectados con levaduras opsonizadas del hongo,
mostrd que los receptores Fcr participan en la internalizacién
del hongo por los macréfagos, aunque, no aceleran esta etapa del
proceso fagocitico. Ademas, sus resultados sugieren que estos
receptores son parcialmente reciclados a la membrana de la célula
fagocitica después de cumplirse 30-60 min de fagocitosis de las
levaduras opsonizadas con IgG anti-Histoplasma.

Considerando lo anterior y con el propdsito de identificar
los receptores para la fraccién Fc de las inmunoglobulinas G
(FecTR) que participan en la internalizacién de levaduras del
hongo en macréfagos murinos, se planted el presente trabajo.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos. Se empleb una cepa de Histoplasma capsulatum de
alta virulencia-EH53, del cepario del Departamento de
Microbioclogia y Parasitologia de la Facultad de Medicina, UNAM.
La cepa fue mantenida en fase levaduriforme a 37°C en medio de
infusién cerebro corazén (BHI) (Bioxén, México, DY,
suplementado con 0.1% de L-cisteina y 1% de glucosa.

células. Se utilizaron macrdéfagos de la 1linea celular J774.2
derivada de un sarcoma de células reticulares de ratones BALB/c
(Ralph y Nakoins, 1975; Ralph et al., 1975). Estos se cultivaron
a 37°C con atmésfera himeda y cqz al 5%, en frascos de plastico
(Nunc, Roskilde, Denmark) conteniendo Medio Eagle Modificado por
Dulbecco (MEMD) (Gibco, Grand Island Biological Co., N. ¥.)
debidamente suplementade con 50 ug/ml de gentamicina (Scheramex,
México, D.F.), 2.0 mM L-glutamina, 1.0 mM piruvato de sodio y 20%
de suero fetal bovino (Gibco).

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

Reactivos. Todos los reactivos empleados, salvo los gque se
especifican, procedieron de los Laboratorios Merck de México,
S.A., México, D.F.

Inmunizacién de animales para la obtencién de anticuerpos anti-
Histoplasma. Ratones machos BALB/c de 4 meses fueron infectados
por inyeccién intraperitoneal con la dosis letal 50 (DLgy) de la
fase 1equuriforme de la cepa EH53, que corresponde al inoculo de
5.6 x 10" levaduras/ml (Reyes-Montes et al., 1985). Se observd la
evolucién de la infeccién durante un periodo de 15 a 30 dias. A
la aparicién de los signos de enfermedad: pelo erizado, pérdida
de peso y disminucién de actividad del animal, se sangraron los
ratones y se separd el suero, almacenandolo a -20°C.

Obtencién 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. E1 método para la separacidn 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 ajustd el pH de la muestra sérica a 8.1
con Tris=-HCl 1.0 M pH 9.0 y se aplicé a una columna de
Sepharose 4B-proteina A (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.),
previamente equilibrada con amortiguador de fosfatos 0.1 M PpH
8.0. Se dejdé reposar de 20-30 min. El material no retenido se
eluyd con 30 ml de amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 8.0 hasta
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cbtener una densidad 6ptica de cero a 280 nm. La IgG; se eluyd
con 30 ml de amortiguador de citratos 0.1 M pH 6.0 y sSe lavd la
columna con 20-25 ml de amortiguador de citratos 0.1 M pH 5.5. La
IgG,, se eluyd con 25-30 ml de amortiguador de citrates 0.1 M pH
4.5y la IgG,, con 25-30 ml de amortiguador de citratos 0.1 M pH
3.5. Todo el procedimiento se realizé a 4°C.

Opsonizacidén. A partir del cultivo del hongo en fase logaritmica
de crecimiento se cosecharon las levaduras por centrifugacidn a
1000 g 10 min; se lavaron con amortiguador salino de fosfatos
(ASF) 0.15 M pH 7.2 y se contaron en camara de Neubauer. Se les
adiciond, por separado, cada una de las IgG obtenidas del suero
anti-Histoplasma o la IgG separada del suero normal, determinando
sus actividades opsonizantes segin Kozel y McGaw (1979).
Brevementeé Se colocd un nimero constante de levaduras
(2.35 x 10”) en una serie de pozos de una placa de poliestireno y
se afiadieron cantidades crecientes de la IgG a probar; se incubé
a 37°C durante 30 min y se agregd anti-IgG de ratdén obtenida en
conejo, de <clase IgM (Sigma), diluida de acuerdo a las
especificaciones de la casa comercial. Se incubé 30 min a 37°C y
se observé en el fondo del pozo la aglutinacién. Para los ensayos
de fagocitosis, segfin la cantidad de levaduras requerida por el
experimento, y la inmunoglobulina G de gque se tratase, se
adiciond la IgG respectiva al paquete de levaduras resuspendido
en medio MEMD vy se incubd durante 30 min a 37°C. Se centrifugd a
700 g por 30 min para eliminar el anticuerpo libre y se restituyéd
el volumen original con MEMD fresco.

Infeccién de macréfagos in vitro. Monocapas de macréfagos
cultivadas en placas de 96 pozos (Nunc), por 24 h, fueron
utilizadas para la infeccién con levaduras de H.capsulatum. Se
lavaron las monocapas con MEMD previa la infeccién y se agregd el
indéculo de levaduras opsonizadas segin lo descrito anteriormente,
en una relacién de 5 levaduras por macréfago. Se permitié 1la
adherencia durante 1 h a 4°C. Se lavaron las monocapas para
eliminar las levaduras no adheridas, se agregd medio de cultivo
fresco y se incubdé a 37°C en atmésfera himeda 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 mé&s adelante.

Para determinar la viabilidad de Histoplasma, se sembraron
los inéculos, por plagqueo en cajas de Petri con BHI-Agar, después
de realizada la infeccién., Se incubaron las placas por 2-3
semanas a temperatura ambiente y se observé la reversibén del
hongo a la fase micelial, por macro y microscopia.

Prueba de ELISA modificada. Una vez realizada la infeccién de las
monocapas cultivadas de macréfagos con levaduras opsonizadas con
las diferentes subclases de IgG, y después 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 procedid a la
realizacién de la técnica de ELISA segin Voller et al. (1979). Se
lavaron los pozos, varias veces, con ASF pH 7.4 conteniendo 0.05%
(v/v) de Tween 20 (ASF-Tween) y se les afladieron 100 pl de
albamina sérica 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 pl de
una IgM de cabra anti-IgG de ratén conjugada a peroxidasa (Sigma)
y se incubaron a 37°C durante 1 h. Se lavaron nuevamente, los
pozos, con ASF-Tween y se les afiadieron 50 ul del sustrato
preparado con ortofenildiamina a 40 mg/100 ml de amortiguador de
citrato (0.1 M)-fosfato (0.2 M) pH 5.0 y 40 wpl de peréxido de
hidrégeno al 30%. Se permitié llevar a cabo la reaccidén en la
oscuridad hasta el desarrollo del color. La reaccién fue detenida
con 50 pl/pozo de Aacido sulfdrico 2.5 M y el contenido de cada
pozo fue transferido a una placa nueva para hacer la lectura, la
cual se realizé a 492 nm en un lector de ELISA (Dynatech modelo
MR-300, Alejandria, VA.).

Como testigos para estos experimentos se usaron macréfagos
sin infectar, macréfagos infectados con levaduras sin opsonizar y
macréfagos mads particulas de latex de 0.45 u de diametro (Sigma),
afladiendo éstas en la misma relacién de las levaduras, esto es,
5 particulas por macréfago.

RESULTADOS

Determinacidén de la actividad opsonizante. La reactividad de las
subclases de IgG, obtenidas del suero anti-Histoplasma, hacia las
levaduras del hongo, fue probada por aglutinacidén indirecta. La
tabla 1 muestra los resultados, observidndose gue las diferentes
subclases participan en la reaccién, mientras que los testigos de
levaduras no opsonizadas, en presencia de una anti-IgG de ratén
de clase IgM, no desarrollan aglutinac&én. Al utilizar un ndmero
constante de levaduras de 2.35 X 107, las dosis opsonizantes
baja, media y alta para las IgG, e IgG,a fueron de 0.62, 1.25 ¥y
2.5 pg y para la IgG,, fueron de 5, 10 y 20 pg de proteinas,
respectivamente. Estas dosis fueron empleadas en la realizacién
de los experimentos subsecuentes. La IgG testigo, obtenida de
suero normal de ratones no infectados, no desarrolla actividad
aglutinante.

Prueba de ELISA modificada. Con el interés de identificar 1la
subclase de IgG anti-Histoplasma que mas participa en la
internalizacién de levaduras del hongo, por medio de los
diferentes receptores Fcr de macréfagos, y ademds caracterizar
mejor la cinética de tiempo de fagocitosis de las levaduras
opsonizadas, se empled una prueba de ELISA modificada, la cual
permitiria solamente determinar levaduras opsonizadas mientras se
hallaban adheridas al macrdfago. Utilizamos macréfagos.infectados
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Tabla 1. Actividad opsonizante de las IgG obtenidas por
cromategrafia de afinidad en Sepharose-proteina A

Subclases de ug de proteinas de las IgG
IgG 0.15 0.31 0.62 1.25 2.5 5 10 20

Suero inmune

anti-Histoplasma
IgGl = = + + + - - -
IgG2a = = 2 + + = - -
IgG2b - - - - - - + +
Suerc normal
IgG testigo - - - = - - - -

La actividad opsonizante fue estimada por la técnica de
aglutinacién de Kozel y McGaw (1979). Se colocé en cada pozo una
dilucién de la IgG murina a probar con una cantidad determinada
de _proteina y se agregé un nGmerc constante de levaduras (2.35 x
107). Después de ajustar el volumen final en los pozos, se afiadié
una anti-IgG de ratén de clase IgM. Se procesaron testigos de
levaduras no opsonizadas tratadas con la anti-IgG de ratén, ver
detalles en Materiales y Métodos.
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con levaduras opsonizadas y diferentes testigos, tales como,
macrdfagos no infectados y macréfagos fagocitando levaduras no
opsonizadas o particulas de l&tex. Una vez alcanzado cada tiempo
de fagocitosis, se detuvo el procesoc fagocitico por incubacién en
frio y se afiadié 1la anti-IgG acoplada a peroxidasa para
determinar el tiempo en gue desaparecen las levaduras opsonizadas
de la superficie del fagocito, hecho gque se evidencia por la
disminucién de la intensidad de la reaccién proporcionada por la
enzima mas su sustrato.

Estos experimentos se realizaron procediendo a la opsonizacidn
de levaduras con 3 concentraciones distintas de proteinas de 1las
subclases de IgG utilizadas y manteniendo la relacidn
macréfago/hongo de 1:5. Los resultados se observan en las figuras
1-3. Las dosis opsonizantes bajas y medias (Figs.l1 vy 2)
permitieron discriminar mas claramente la participacién de las
inmunoglobulinas, destacdndose primeramente la IgG, seguida de la
IgG,,- Con ambas se desarrcllaron lecturas de D.0O. elevadas a los
tiempos de 0-5 min cuando afin se encontraban levaduras adheridas
al fagocito; posteriormente se abatieron las lecturas a los 15
min, desapareciendo éstas a los 30-60 min de fagocitosis,
correspondiendo posiblemente este tiempo a la completa
internalizacién de las 1levaduras. En los tiempos tardios de
fagocitosis se observé una recuperacién de las lecturas de D.O.
exclusivamente con levaduras opsonizadas (Figs.1-3). Los
experimentos con dosis opsonizantes altas (Fig. 3) dieron menores
lecturas de D.O. y el comportamiento individual de cada subclase
de IgG fue menos claro, aunque se repitié la misma cinética para
los distintos tiempos de fagocitosis. La IgG,y, en los varios
ensayos realizados siempre presenté 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 macréfagos fagocitando levaduras
tratadas con IgG obtenidas de suero de ratones no infectados
(Fig. 1-3), levaduras no opsonizadas o particulas de l&atex (Fig.
4). Las cinéticas observadas en los testigos, a diferencia de los
ensayos con IgG anti-Histoplasma, carecen de recuperacién de las
lecturas de D.0. en los tiempos tardios de fagocitosis (Fig. 4).

Los datos graficados fueron corregidos con los valores de las
lecturas obtenidas, de cada tiempo, de macréfagos sin infectar.

A
DISCUSION

El destino final de las particulas ingeridas por los
macréfagos estd relacionado con el tipo de receptor al gque se
adhieren (Mosser y Edelson, 1984). El receptor para la fraccién
Fc de las IgG es uno de los mis relevantes en la internalizacién
de paréasitos, particularmente de bacterias extracelulares
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Fig. 1. Participacién de subclases de IgG murinas en la

fagocitosis de macréfagos infectados con levaduras de
H.capsulatum opscnizadas con dosis bajas de inmunoglobulinas. Se
utilizé la prueba de ELISA modificada, seglin lo descrito en
Materiales y Métodos. Se emplearon las dosis opsonizantes de 0.62
#g de IgG, e IgG,,, Yy de 5 pg de proteinas de la IgG,y,
determinadas por la técnica de aglutinacién de Kozel y McGaw
(1979) . Para la IgG de ratones no infectados se utilizé la dosis
de 1.8 pg de proteinas que corresponde a una dosis aglutinante
para particulas de latex cubiertas con esta inmunoglobulina. Los
valores graficados fueron corregidos con las lecturas
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Fig. 2. Participacién de subclases de IgG murinas en la
fagocitosis de macréfagos infectados con levaduras de
H.capsulatum opsonizadas con dosis medias de inmunoglobulinas. Se
emplearon las dosis opsonizantes de 1.25 ug de IgG, e 1g9Gy,, ¥ de
10 ug de proteinas de la IgG,,, determinadas por la técnica de
aglutinacién de Kozel vy cGaw (1979). Ver detalles en la
figura 1.
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Fig. 3. Participacién de subclases de IgG murinas en la
fagocitosis de macréfagos infectados con levaduras de
H.capsulatum opsonizadas con dosis altas de inmunoglobulinas. Se
emplearon las dosis opsonizantes de 2.5 ug de IgG, e IqGZa, y de
20 pg de proteinas de la IgG,,, determinadas por la técnica de
aglutinacién de Kozel Yy cGaw (1979). Ver detalles en la
figura 1.
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Fig. 4. Fagocitosis de levaduras no opsonizadas y de particulas
de latex por macréfagos murinos. Les valores graficados fueron
corregidos con las lecturas inespecificas dadas, para cada
tiempo, de los _testigos de macrdéfagos no infectados. Se
utilizaron 1 x 10° macréfagos por pozo, manteniendo la relacién
de 1:5 de macréfago:particula fagocitada (levadura o latex).
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capsuladas (Mosser y Edelson, 1984). En la fagocitosis de algunos
microorganismos intracelulares, los mecanismos oxidativos del
fagocito s&lo se disparan si el parasito es internalizado a
través del receptor Fcr (Wilson et al., 1980), lo que induce en
otros mcdelos intracelulares 1la necesidad de determinar la
fagocitosis de ellos mediante esta via.

Resultados anteriores (Rico-Galindo, 1987) apoyan la
participacién de los receptores Fcr (FcTR) en la fagocitosis de
H.capsulatum por macréfagos murinos, aungue éstos no parecen ser
los preferenciales, puesto gque no modifican la cinética de
internalizacién de levaduras del hongo. Sin embargo, los datos no
aportan informacién sobre el tipo de FcrR involucrade, ni
tampoco, sobre la participacién de las distintas subclases de IgG
murina en la fagocitosis de Histoplasma, razén por la cual se
planteé la presente investigacién.

Para comprobar que las IgG separadas por Sepharose-proteina A
opsonizaban las levaduras del hongo, se utilizé una prueba de
aglutinacién indirecta, realizandola con una anti-IgG de
clase IgM, puesto gque las IgG no son buenas aglutinantes,
mientras que las IgM lo son. En el procedimiento de separacidn de
las IgG, 1la inmunoglobulina obtenida en mayor cantidad fue la
IgG,. Esta y la IgG,, presentaron mayor sensibilidad a Ila
opsonizacién debido a que sus dosis reactivas fueron menores que
las requeridas para la IgG,, (Tabla 1).

La utilizacién de macréfagos adheridos a fase sélida en la
prueba de ELISA ha sido previamente empleada en una modificacién
de la técnica de MIF, con anticuerpos anti-macréfago acoplados a
la peroxidasa (Peck, 1983). La presente modificacién consistié 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&fagos; considerando qgue los macréfagos
presentan cerca de 1 x 10° FcTR por célula (Unkeless, 1980), la
realizacién de la prueba fue numéricamente factible.

Ensayos preliminares utilizando diferentes concentraciones de
macrdfagos no mostraron variaciones criticas en las lecturas dg
ELISA, razén por la cual se eligié la concentracién de 1 x 10
macréfagos para la realizacién de los posteriores experimentos.

Los experimentos fueron realizados sincronizando el inicio de
la fase de ingestidén, permitiendo la adherencia del hongo a 4°C
durante 1 h. Se ha descrito gue la adherencia en frio reduce la
migracién molecular en el plano de la membrana impidiende la
interaccién de miltiples puntos de unién con el pardsito (Mosser
y Edelson, 1984) y por este motivo favorece la accién
independiente de un solo tipo de receptor, evitandose asi efectos
colaterales por la participaciédn simultidnea o sinérgica de otros
receptores.



170 Rev. Mex. Mic. 7, 1991

Los ensayos de fagocitosis para determinar el efecto
opsonizante de las IgG mostraron, tanto para la IgG, como para la
IgG,,, lecturas altas de D.0. en la prueba de ELISA, mientras que
la igczb no desarrolldé lecturas considerables, hecho que coincide
ademds con las dosis elevadas de proteinas requeridas para la
mejor expresién de su efecto opsonizante (Tabla 1), sugiriendo
estas Gltimas observaciones una pobre participacién de la IgG,.

Un hecho importante repetido en todos los experimentos
procesados con levaduras opsonizadas con IgG especificas, fue la
disminucién de las lecturas de D.0., a partir de los 15 min y la
recuperacién de éstas a los 120 min, mientras que ninguno de los
testigos mostré un comportamiento similar. Esto indica que los
receptores desaparecen de la superficie de 1los macréfagos
posiblemente cointernalizando con las levaduras. Ademds, hay dque
considerar que todas las lecturas fueron corregidas con 1los
valores de reacciones inespecificas del testigo de macréfagos no
infectados. Estos resultados fueron similares a los descritos por
Rico-Galindo (1987), al realizar sus estudios sobre el papel de
los FcTR en la fagocitosis de Histoplasma por métodos més
complejos, como son la radioiodinizacién de proteinas de membrana
del fagocito y la cuantificacién de células formadoras de rosetas
para eritrocitos cubiertos con IgG.

La recuperaciédn de lecturas en los tiempos tardios de
fagocitosis sugiere la posible reaparicién o reciclaje de
receptores en la membrana plasmatica del fagocito. Los resultados
sugieren ademds 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 macrdfagos después de cumplirse el proceso
fagocitico, asi que es factible que el receptor regrese a la
superficie celular con el ligando o con éste unido a componentes
degradados de la levadura. Mellman et al. (1983) han observado
que los receptores FcTRII permanecen en niveles bajos por més de
24 h, sugiriendo gque son degradados. En ausencia de ligando
encuentran gque el receptor se degrada en un t,,, de 10 h,
mientras que en su presencia un 50% se degrada m%é rapidamente
con un t,,, menor a 2 h; se sabe ademds que reciclan otros
polipépti&gs 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 endociticas
puede reciclarse entre 5 y 10 min después de penetrar en la
célula e incluso antes de unirse a los lisosomas.

El objetivo de usar diferentes subclases de IgG fue el de
determinar la participacién de los receptores FcrRI y FcTRII. Se
ha reportado en varios modelos, que el FcTRII es un receptor de
baja afinidad, siendo especifico para IgG,,, IgG, e IgG,,; es el
de mayor relevancia en la adherencia de microorganismos, asi como
para la ingestién y puesta en marcha del estallido respiratorio.
Se sabe, ademds, que los organismos gque interact@an con &l



Rev. Mex. Mic. 7, 1991 171

promueven la fusién fago-lisosomal, observdndose un aumento de
lisosomas secundarios (Mosser y Edelson, 1984). E1 FcTRI se
encuentra en mayor niimero entre los macréfagos activados y es de
alta afinidad para IgGyar ¥ finalmente el FcTRIII que ha sido
menos estudiado es supuestamente especifico para IgG, (Unkeless
et al., 1988). Concciendo el antecedente de que la aflnxdad de la
IgG monomérica para los receptores de la linea celular J774.2 es
muy baja en comparacién con la afinidad que tienen los complejos
antigeno-anticuerpo (Ralph et al. 1975), se considera gque los
resultados obtenidos con lecturas mas altas para IgG1 apoyan que
ésta es la subclase mejor opsonizante, y también "sugieren un
mayor compromiso del FcTtRII en la internalizacién de levaduras
opsonizadas, aun considerando la baja respuesta de la IgG,p.

Este trabajo contribuye al estudio sobre el papel de los
receptores en la fagocitosis de H.capsulatum por macréfagos
murinos. Es de gran relevancia encontrar respuestas a varias
preguntas e incégnitas aqui planteadas para lograr una mejor
comprensién de la relacién temprana que establecen los macréfagos
y las 1levaduras del hongo en 1la etapa de infeccidén y sus
implicaciones en la patogenia de la enfermedad.
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