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Resumen

La histoplasmosis, por ser una parasitosis intracelular preferencial del sistema fagocitico mononuclear, constituye un modelo itil para el estudio del proceso

Jfagocitico.

En este trabajo se revisan ios resultados de la interaccion fagocito  Histoplasma capsulatum, agente etioldgico de la histoplasmosis, tanto en seres humanos como
en animales. Ademds, se plantean las bases actuales del conocimiento de la fagocitosis de Histoplasma y se sugieren posibles investigaciones futuras sobre el

comportamiento de la fagocitosis de este hongo.

Summary

The histoplasmosis infection constitutes a useful model to study the phagocytic process due to its characteristic of intracellular parasitosis and its affinity for the

phagocytic mononuclear system.

The resulis of the interaction between phagocytes and the etiological agent of histoplasmosis, the fungus Histoplasma capsulatum, are reviewed both in humans
and in animals. Furthermore, the basic knowledge concerning Histoplasma phagocytosis is presented, and possible further research lines regarding the fungal

phagocytic behaviour are suggested.

En México, la histoplasmosis es un padecimiento que se
presenta principalmente en zonas mineras productoras
de oro y plata, donde el agente etiologico, el hongo
dimoérfico Histoplasma capsulatum, encuentra un medio
adecuado para crecer en su forma infectante. Constituye
uno de los prototipos mas importantes de infecciones por
hongos, y se caracteriza por la ubicacién intracelular del
parasito en las células del sistema fagocitico mononuclear.

La mayoria de las veces la infeccion tiene un curso
clinico benigno, sin embargo, en hospederos susceptit;les
se establece y da origen a formas clinicas mas graves
produciendo con frecuencia la muerte. La susceptibilidad
del hospedero se ha relacionado con alteraciones de la
respuesta inmune, como inmunosupresiones o fallasen la
actividad fagocitica. La virulencia de este parasito se
asocia a su capacidad de sobrevivencia y multiplicacién
dentro de los fagocitos, particularmente en los macroéfa-
gos. Por ello, resulta de interés el estudio del proceso
fagocitico representado por el binomio macréfago/ His-
toplasma, considerando que este fendémeno no es aislado
y que depende del funcionamiento éptimo de la respuesta
inmune.

Con el propdsito de analizar y proponer nuevas investi-
gaciones en este campo, se presenta la informacion exis-
tente sobre la fagocitosis del Histoplasma capsulatum.

Participacion de Polimorfonucleares (PMN)

Aurnque no estd claro el'papel de los PMN en el proceso
infeccioso producido por Histoplasma'3, se ha observado
que el sistema oxidativo de la mieloperoxidasa (MPQ)
tiene un efecto letal sobre las conidiosporas y las blastos-
porasde H. capsulatumy que la accién de esta enzima es
mas critica sobre las blastosporas que sobre las conidias!’.

Las proteinas catidnicas de los PMN también tienen
efecto fungicida sobre H. capsulatumis, '8, Se ha aislado
de los extractos de neutréfilos humanos por lo menos
tres proteinas con accion anti- Histoplasma. Se desco-
noce ¢l efecto de estas proteinas y se plantea que entran a
los macréfagos y se dirigen al fagolisosoma!s, Se ha
especulado que las proteinas catidnicas y otras sustancias
anti-fungicas puedan adherirse a las levaduras de H.
capsulatum favoreciendo su destruccion después de haber
sido fagocitadas, o bien que estas sustancias puedan ser
fagocitadas por los macréfagos e incorporadas después a
los fagolisosomas!8.

Otra enzima estudiada por su accién antifungica es la
lisozima, cuyo efecto no ha sido demostrado en esporas
de H. capsulatum!?s.
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Participacién de Macrofagos.

La importancia de los macréfagos en la infeccion histo-
plasmosa se evidencia administrando silice, un agente
téxico para macréfagos, que aumenta la gravedad del
cuadro infeccioso promoviendo la diseminacién del hongo
en ratones infectados3?. Se conoce que existen variacio-
nes en el comportamiento antifungico de los macréfagos,
dependiendo de su procedencia: animales normales o
infectados; diferentes especies; distintas localizaciones
(alveolares, peritoneales, circulantes, etcétera). Se ha visto
que la estancia intrafagocitica inhibe la sintesis de protei-
nas de Histoplasma'. Se ha observado que los extractos
lisosomales de macrofagos alveolares de conejo son capa-
ces de inhibir el crecimiento y la sintesis de proteinas del
hongo?. Se propone que este efecto involucra la inhibi-
cién selectiva del transporte de amindacidos a través de la
membrana de la célula fungica, debido a alteraciones en
la permeasa general y en las permeasas especificas de
varios aminodcidos2. Con respecto a diferencias de espe-
cie, existen estudios en macréfagos alveolares de conejo?,
asi como en histiocitos de ranas y de ratones normales!'2,
donde se ha determinado la ausencia de muerte del hongo
en condiciones intramacrofagicas y su tiempo de genera-
cion intracelular, el cuales de 11-24 hrs a temperatura de
25-370C 10-12,

Interaccion Linfocitos T - Macréfagos.

El destino de las levaduras de H. capsulatum en los
macrofagos de animales inmunizados fue inicialmente
descrito por Hill y Marcus®, quienes encontraron una
inhibicidn del crecimiento de Histoplasma.Calderone y
Peterson’y Howard!4 1o observaron que los macrofagos
de ratones normales, cultivados en presencia de linfocitos
obtenidos del exudado peritoneal de ratones inmuniza-
dos condosis subletales de Histoplasma, eran capaces de
inhibir el crecimiento del hongo. En otra serie de experi-
mentos, WuHsieh y Howard3? lograron activar macroéfa-
gos de animales normales con linfocinas obtenidas de
linfocitos de animales inmunizados con Histoplasma, de
mostrando ausencia del crecimiento intramacrofagico del
hongo. Finalmente estos autores, a partir de linfocinas
obtenidas de un hibridoma de células T, identificaron al
interferén gamma como una de las linfocinas més efica-
ces en la activacion de los macrofagoes, capacitandolos
para eliminar al Histoplasma®',33. Estas observaciones
apoyan el papel de la interaccion linfocitos T - macroéfa-
gos en larespuesta inmune celular contra la histoplasmo-
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sis. Existen dudas acerca del funcionamiento de esta
interaccion, asi como de los cambios moleculares y fisio-
logicos que sufren el fagocito y el parasito. ;Por qué hay
restriccion del crecimiento del parasito pero no muerte
intracelular? ;Cuales son los componentes del hongo que
influyen en los distintos pasos de su fagocitosis? Algunos
datos sobre la fagocitosis de Histoplasma estan relacio-
nados con estos problemas bdasicos. Sanchez y Carbo-
nell?® encontraron que los macréfagos de animales nor-
males e inmunes fagocitan mejor las levaduras del hongo
que los protoplastos de éstas, lo cual sugiere una partici-
pacidn de la pared celular en la estimulacion fagocitica.

En la actualidad no ha sido identificada la presencia de
componentes o productos del hongo capaces de promo-
ver alteraciones directas o indirectas en las células, tejidos
u organos del hospedero, sin embargo, es posible que
algunus componentes y/o estructuras del parasito de-
sempefien un papel en el reconocimiento y la activacion
de sistemas propios del hospedero.

Virulencia y fagocitosis.

Howard!s,!” determinoé niveles de catalasa en cepas de
Histoplasmay establecié una relacién entre virulencia y
niveles de la enzima, sugiriendo que el parasito podria
escapar de la muerte intrafagocitica, de manera seme-
jante a como ocurre con el Staphylococcus aureus. No
obstante, las determinaciones de niveles de catalasa fue-
ron muy contradictorias en las cepas de Histoplasmacon
diferentes grados de virulencia's, razén por la cual este
parametro no se considera util para definir su patogenici-
dad.

En hongos, particularmente en la histoplasmosis, se ha
planteado que la capacidad de defensa del hospedero yel
grado de patogenicidad de la cepa dependen del tiempo
de transformacion de la fase micelial a la fase levaduri-
forme en el interior de las células fagociticas. Todo indica
que esta conversion dimorfica in vivo desempefia un
papel critico en la resolucion de la infeccion, puesto que
la fase micelial es mas facilmente eliminada. Este plan-
teamiento se fundamenta en el estudio de Kimberlin er
al.?3, quienes encontraron que la conversion de la fase
micelial a la levadura empieza a las 7 hrs y se completa a
las 72 hrs de incubacién a 379C en macro6fagos alveolares
de ratones.

Interesados en la fagocitosis de Histoplasma desarro-
llamos una serie de investigaciones en el laboratorio.
Establecimos las condiciones optimas de infeccién in
vitro de macroéfagos peritoneales de ratones normales de
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estos Gltimos fagosomas les permitié proponer que la
enzima proviene de fagocitos alterados que fueron fago-
citados junto con el hongo, y que por lo tanto, la mayoria
de los hongos se multiplican dentro de los fagosomas y
son continuamente refagocitados. Estos hechos dejan en
entredicho la fusion fagosoma-lisosoma en macrofagos
infectados con H. capsulatum. El destino del hongo en
estas células no es su destruccidn; hay datos que confir-
man su sobrevida y multiplicacién en tales circunstan-
cias. Estos hallazgos sugieren que el mecanismo de inhi-
bicion de la fusion fagolisosomal pudiera estar operando
cuando la infeccién no se resuelve.

Nuestros resultados, utilizando el marcaje de lisosomas
de macrofagos con naranja de acridina, muestran fusio-
nes fagosoma-lisosoma en macréfagos peritoneales de
ratones infectados con el hongo’. Sin embargo, el indice
de fusion es menor a medida que aumenta la dosis y el
tiempo de infeccion. Al utilizar la linea celular de macré-
fagos J774.2, encontramos una marcada diferencia en la
frecuencia de fusion fagolisosoma con respecto a las célu-
las vivas y muertas de Histoplasma, mientras que los
experimentos realizados con cepas de Histoplasma de
distinta virulencia no mostraron diferencias en el com-
portamiento de ambas cepas con respecto a la promocion
de fusiones fagolisosomales?.

Patifio et al.??, utilizando levaduras de Histoplasma
opsonizadas y siguiendo el destino del hongo marcado
por la técnica de inmunoperoxidasa, encontraron que
después de 6 hrs de fagocitosis habia liberacion de anti-
geno de pared en el interior de los fagolisosomas, el cual
parecia estar asociado a la membrana de los fagolisoso-
mas. Sin embargo, los autores utilizaron una dosis muy
baja de infeccién, razén que justifica la presencia de
fusiones.

Recientemente, Von Behren et al.3!, plantearon que la
inhibicion de la fusion fagosoma-lisosoma no es un factor
primario para la sobrevida de Histoplasma capsulatum
dentro del macrofago. Empleando macréfagos peritonea-
les de ratén tratados con naranja de acridina encontraron
un 419% de inhibicion de la fusion para levaduras vivas y
819 para levaduras muertas, mientras que por microsco-
pia electrénica, utilizando el marcaje del lisosoma con
fosfatasa acida, los resultados fueron antagonicos a los
encontrados con naranja de acridina. Estos autores se
apoyanen los resultados de microscopia electronica para
sugerir la ausencia de inhibicion de fusiones fagolisoso-
males en macrofagos infectados con Histoplasma, pero
hay que tomar en cuenta que esta técnica y la utilizacidén
de una poblacién heterogénea de macréfagos, como los

M

peritoneales, tienen limitaciones similares a las descritas
por Dumont y Robert*, quienes observaron que muchas
de las fusiones procedian de macréfagos parasitados que
habian sido refagocitados.

Receptores y Fagocitosis de Histoplasma.

La informaciéon acerca de la facilitacion del proceso
fagocitico de Histoplasma por agentes opsonizantes es
contradictoria. Se ha descrito que el anticuerpo especi-
fico no tiene efecto en la ingestidn y en la digestion
intracelular del parastio®. Sin embargo, Holland?® ha ob-
servado que los neutrdfilos y monocitos humanos requie-
ren de factores séricos para ingerir y matar levaduras de
H. capsulatum. Ademas se ha encontrado que los anti-
cuerpos anti-pared incrementan la ingestion de levaduras
del hongo?8 y también se ha visto que H. capsulatum es
capaz de activar la via alterna del complemento?¢, hecho
que podria comprometer receptores para C3benla fago-
citosis del hongo.

Nuestro grupo de investigacion ha estudiado los cam-
bios que ocurren en los receptores de la membrana celu-
lar de los macréfagos durante diferentes tiempos de fago-
citosis del hongo opsonizado con IgG anti-Histoplasma,
observando una cinética de internalizacién distinta a la
del hongo sin opsonizar, lo que sugiere la importancia de
los receptores para Fc de estas inmunoglobulinas (Fig. 2).
El trabajo se realiz6 con macréfagos de la linea celular
J774.2, estudiando la presencia de receptores Fc en los
diferentes tiempos de fagocitosis del hongo mediante 3
técnicas distintas: marcaje de las proteinas de membrana
del macrofago con 1251, ELISA indirecta utilizando una
IgM anti-IgG acoplada a la peroxidasa y formacion de
rosetas para eritrocitos de carnero cubiertos con hemolisi-
na?’.

En vista de las grandes incdégnitas que aun quedan por
resolver en el campo de la fagoeitosis de este hongo,
consideramos que en la actualidad los estudios deben
perseguir los siguientes objetivos:

1) identificar los receptores que participan en el fené-
meno fagocitico y determinar el papel que juega cada uno
de ellos; 2) identificar el papel que juega el complemento;
3) disefiar experimentos de fagocitosis empleando la for-
ma infectante del hongo (fase micelial) y asi poder obser-
var la velocidad y las condiciones necesarias para la
transformacién del hongo a la fase levaduriforme y4 reali-
zar experimentos in vivo que permitan comprobar la
existencia de los fenomenos observados in vitro para
poder extrapolar los resultados a la infeccion histoplas-
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Fig. 2. Cuentas totales de las proteinas membranales de los macréfagos marcados con 21 por la técnica de la lactoperoxidasa-glucosaoxidasa durante la infeccién con
levaduras de H.capsulatum. Se utilizaron levaduras opsonizadas con IgG especifica y sin opsanizar. Las cuentas de 2| fueron corregidas en funcién de la cantidad de

macréfagos dada por las cuentas de 3H-timidina.

mosa.

Actualmente estamos interesados en establecer la impor-
tancia de los receptores para Fc, C3b y para manosa-.

fucosa en la fagocitosis de Histoplasma. Consideramos
que el dltimo debe desempefiar un papel critico en la
fagocitosis de H. capsulatum ya que las levaduras del
hongo contienen galactomananas en la pared celular.
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