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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES 

Las micosis profundas causadas por hongos dim6rficos est&n caracterf z! 

das por la fonnaci6n de lesiones grar1.1lomatosas. Se adquieren por la inha-

1 aci6n de esporas que producen un cuadro primario pulmonar a partir del - -

cual pueden diseminarse a diferentes tejidos del cuerpo dependiendo de la -

afinidad especffica de cada uno de los hongos {7).· Entre ellas tenemos la_ 

histoplasmosis producida por Histoplas11r2 capsutatum. Este hongo dim6rfico_ 

tiene la caracterfstica de ser un parasito intracelular preferencial del -­

sistema retfculo endotelial donde se encuentra en forma de levaduras ovoi-­

des de 2-4.A.t de dibietro (53). En su fase de vida libre miceliar, se en- -

cuentra en fonna de 1111croconid1as equinuladas, en un habftat muy particular, 

como por ejemplo el suelo con guano de.murc161ago. excretas de aves. etc •• 

caracterizado por un alto contenido de n1tr6geno y f6sforo, que se encuen-­

tra en cuevas inexploradas, minas abandonadas, graneros y silos.Según estu­

dios recientes, las areas end61nicas lll&s importantes en "'xico se encuentran 

en los estados de Querftaro, Hidalgo, Guerrero y con focos menores en Chia­

pas, Yucat4n y Puebla (66). 

Entre las otras Micosis profundas. la blastomicosis norteamericana es_ 

producida por Btastomyoes ·delWltitidis, tari>ifn un hongo di1116rfico. Las -­

aleuriosporas ovoides de 2 a 10)1 de diametro de la fase miceliar son los -

elementos infectantes que al penetrar en el hudsped se transfon111n en leva· 

duras de 8 a 15...,u de diainetro con un caracterf sttco septo 1ncho de ge1111ci6n 

simple. El hab1tat preciso de este hongo es desconocido, a pesar de que, 
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Denton y DiSalvo (12) aislaron el organismo de una muestra de suelo cerca.­

de Augusta, Georgia, EE.UU. Sin embargo. bajo las mismas condiciones y en_ 

el m1smo lugar no se ha podido aislar nuevamente. En México· esta infecc16n 

es bastante rara, con un solo caso reportado en la literatura (44) siendo,_ 

sin embargo, bastante frecuente en el vecino pafs del Norte. 

La coccidioidomicosis, es asimismo otra micosis profunda del tracto -­

respiratorio. Su agente etiológico Coaaidioides immítis, en su fase mice--

1 iar infectante de artrosporas, est4 asociado a un medio anb1ente semi4rido. 

Al penetrar por las vfas respiratorias al huésped, se transforma en células 

esféricas con pared celular gruesa, que al madurar, se llenan de endospo- -

ras. Estas cllulas son conocidas como esférulas (40-80).1 de dtametro). Es 

probablemente el mis virulento de los hongos pat6genos. Este hongo se ais­

la con frecuencia del suelo de las zonas end~icas. El suelo generalmente_ 

favorable tiene un alto contenido de material org!nico carbonizado y una al 

ta concentraci4n de sales, particularmente de caso4 y boratos. las areas • 

endémicas mis importantes de esta enfermedad incluyen el suroeste de los E! 

tados Unidos (Valle de San Joaqufn) y el Norte de Mfxico (Sonora, Coahuila, 

Baja California, Chihuahua y ,.,evo Le6n), con focos menores en Centro y Su~ 

américa (53). 

La paracoccidioidomicosis es otra enfermedad granulomatosa que produce 

una infecci4n primaria pul1111>nar caracterfstica, a menudo as1ntom&t1ca, d1s! 

minlndose a 1111cosas principalmente. Esta enfermedad se· produce por el hon­

go d1m6rfico Paziaooooidioides bl'asitiensia. la forma micelfar 1nfectante -

de este hongo es llllY similar a las aleuriosporas sencillas de·2 a 10).1 de -
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diámetro de B. dermatitidie que al penetrar al huésped toma la forma de le­

vaduras multigemantes (tim6n de barco), tfpica de P. braeiZiensis. Hasta -

ahora el habitat saprofftico y las asociaciones eco16gicas del hongo no es­

tán completamente claras. Sin embargo, estudios recientes de pruebas cutá­

neas en grandes poblaciones y el aislamiento del organismo del suelo han C.Q. 

menzado a clarificar la ecologfa y la epidemiologfa de la enfermedad (53). 

Los casos de la enfennedad generalmente provienen de lugares con clima tem­

plado, de zonas boscosas y hdmedas. Geográficamente la infecci6n está res­

tringida a las áreas del continente Sudamericano, incluyendo México y Cen-­

troamérfca. 

Debido a la alta incidencia de histoplasmosis y coccidfoidomicosis en_ 

México, teniendo en cuenta la frecuencia de casos nuevos y conociendo ade-­

más, la gravedad de estas enfermedades pulmonares, sobre todo en condicio-­

nes de mala nutrfci6n en clases socioecon6micas bajas, asf como en estados_ 

inmunosupresivos del huésped, es de fundamental importancia el diagndsti­

co preciso y temprano de estas enfermedades. En vista de la dificultad y -

largo tiempo requerido para el d1agn6stico mico16gico, es necesaria la ayu­

da del d1agn6stico seroldgfco de estas micosis profundas. Para ello, se r! 

quiere de antfgenos especfficos, con buen grado de reactividad, y de fácil_ 

obtenci6n que puedan ser utilizados en todos los laboratorios de serodiag-­

n6stico fangfco. 

La composicidn qufmica de la pared celular de estos hongos dfm6rficos_ 

!lllestran ciertas similitudes y diferencias entre ellos, en particular entre 

sus fases miceliar y levadurfforme. Tenemos, por ejemplo, que la pared ce-
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lular de· H. capautatwn en su fase levadurifonne est4 compuesta en su mayor_ 

parte por hexosas, N-acetil glucosamina, aminoácidos y(J glucanas (50) y -

en su fase miceliar por los mismos componentes s61o que en diferentes con-­

centraciones (16). Para B. dermatitidis. Oomer (17) encuentra esencialmen­

te .: glucanas en la fase levadurifonne, además de hexosas y N-acetil gluc.Q_ 

samina, del mismo modo que en Hietoplaema los componentes de ambas fases di 

fieren fundamentalmente en cuanto a sus concentraciones. En P. braeilien-­

eia, también se encuentran los mismos componentes de he~osas, aminoazúcares, 

aminoácidos y lfpidos (35, 55, 56), siguiendo el mismo patr6n que las cepas 

anteriores o sea variando la concentraci6n de los componentes dependiendo -

de la fase en que se encuentre el hongo. Kanetsuna et at (35) encuentran -

asimismo una diferencia entre las dos fases de P. braeiZiensie o sea que la 

fase levaduriforme de este hongo, presenta ~glucanas principalmente y en_ 

la fase· micel1ar, i'glucanas, de modo similar al encontrado en B. dermati­

tidis. 

A diferencia de estos tres hongos encontramos. que en c. inrrtitie ademis 

de las hexosas presentes en las cepas anteriores, presenta una diferencia -

cualitativa por la presencia de un azúcar raro en hongos, la 3-0-metil man.Q. 

sa detectado tanto en la pared celular de las artrosporas (7%) y micelio -­

(3.5%) como en la pared de las esférulas (8%) (68, 69). 

Por lo anteriormente expuesto, se observa que la pared celular de es-­

tos hongos presentan tanto similitudes como diferencias. sobre todo en cuan 

to a concentraciones de componentes, y quiz& de estructura {rearreglo espa­

cial) destac•ndose en c. inrnitie la presencia de un azúcar dtferen.te de los 
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otros. Esto nos sugiere que estas mismas diferencias y similitudes podemos 

encontrarlas en los antfgenos obtenidos en el laboratorio. 

Por otro lado, Kashkin (38), en 1978, realfz6 un estudió in111.1noqufmico 

comparativo de diferentes antfgenos de hongos causantes de micosis profun-­

das, encontrando que independientemente de los métodos de obtenci6n de los_ 

antfgenos, todos los preparados antigénicos contenfan protefnas, carbohidr! 

tos y ~cidos nucleicos. El contenido relativo de estos componentes variaba, 

dependiendo del 11111todo de preparación del antfgeno y de la especie del hon­

go. De ahf, que no haya encontrado caracterfsticas inmunoqufmicas particu­

lares. 

Esta misma composici6n poHsacarfdica de los antfgenos de hongos dirn6.r. 

ficos es descrita por otros autores COlllO Markowitz (43), que en H. 11apsuZa­

twn aisla fracciones de mezclas de polfsac,rfdos con actividad sero16gica. 

Asimismo Bradley (1974) (3) encuentra que los antfgenos H y M de este mismo 

hongo, los cuales esUn constitufdos fundamentalmente de protefna presentan 

un mfnimo componente polisacarfdico que contiene principal1111nte.galactosa,_ 

glucosa, manosa y hexosaminas. con la manosa como azúcar pred0111inante. En_ 

otro estudio sobre H. capsutaturr (63) fue aislado un complejo polisacirido­

protefna con lllJY buena especificidad en i°""nodifusi6n en gel, observando -

que por la acci6n de la enzima {1-glucosidasa hubo pérdida de actividad en_ 

la it'lllllnodifus16n, en tanto que con calor y una enzima proteolftica, prona-· 

sa, no se alter6 la actividad del antfgeno, sugiriendo que la especificidad 

de fste residf1 en la fracci6n polis1clrid1. 

En B. dermatitidis, Cox (9) obtiene un 1ntfgeno polisacirido-protefna 

de 11 pared celular en donde el 1zQc1r est& representado por galactosa. 111! 

nosa y glucosa, 
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Por altfmo, podemos citar a Azuma et at (1) quienes aislan galactornana 
. -

nas, serol6gicamente activas, de H. aapsulatwn, H. duboisii, P. bPasitien-­

sis y B. dematitidis. Sin embargo, al ensayarlos en distintas pruebas fn­

munol6gicas, comprueban que son antfgenos col!llnes de todos estos hongos. 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Los resultados de los distintos trabajos sobre los antfgenos menciona­

dos nos llevan a distintas consideraciones: a) Que la especificidad innt1ne_ 

en los hongos citados no parece estar dada ni por la molécula polisac&rido_ 

representada por algunos tipos de galactomananas, ni por la molécula prote! 

nica aislada (1); b) Podrfa ser que el reconocimiento inl!llne se establecie­

ra m&s finamente hacia la intimidad de complejos moleculares con una parte_ 

polisacarfdica y otra proteica, tan frecuentes en los hongos (54, 63, 64, -

51), ya que no existe gran variabilidad en cuanto a componentes identifica­

dos. A nuestro ver.la interacci6n polisac&rido-protefna est& sujeta a va-­

riaciones en su arreglo espacial segdn cada hongo y cada fase y serfan es-­

tas variaciones las que podrfan proveer la mbima especificidad de cada mi­

croorganismo. Hlsta que se puedan comprobar los planteamientos anteriores, 

el camino a seguir, serfa encontrar un niétodo que mostrase la existencia o_ 

no de algún componente particular de cada hongo, a nivel del reconocimiento 

i nmuno 169 ico. 

Debido a las dificultades de aislamiento y caracterizaci6n de substan­

cias antigénicas de hongos, se plantea la necesidad de evidenciar la exis-­

tencia de los componentes particulares para cada una de estas cuatro espe-­

cies ftlngicas, a travfs de un estudio de 11 caracte.rizaci6n btoqufmica de -

complejos polisacartdo-protefna (CPP) extrafdos de cada uno de ellos (51, • 

63, 64). 
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Esta caracterizacidn bioqufmica se ha enfocado inicialmente a la frac­

ci6n polisacarfdica de la molfcula del antfgeno ya que se ha demostrado en_ 

diversos trabajos que la composic16n qufmica de la pared celu.lar de estos -

hongos esta compuesta por un alto porcentaje de carbohidratos (16, 17, 22,_ 

35,47, 68, 69) lo que derivarfa tambi~n a tener una gran cantidad en el an­

tfgeno extraf do, ya que el CPP estudiado es obtenido de un filtrado mice- -

lia~ del hongo, donde estarfan disueltos probablemente los principales com­

ponentes de'la pared fGngica. Posteriormente se analizarfa la fracci6n pr.Q. 

teica de la molAcula. 

la caracterizaci6n bioqufm1ca de los CPP-D's nos podrfa indicar las S! 

mejanzas y diferencias que existen en la fracc16n polisadr1da del complejo 

asf como de la fracci6n proteica y nos ayudarfa a establecer una mejor dff! 

renciaci6n e identificaci6n de los antfgenos de cada uno de los hongos pro­

ductores de micosis profundas. 

OBJE'!IVOS DEL '!RABAJO, 

1. Aislar y caracterizar substancias ant1gfnicas de H. oapsutatum, -­

B. de1'1'1atitidis, P. brasiLiensis y c. irrmi.tis con el prop6sito de_ 

hacer diagn6stico diferencial entre ellos. 

2. Establecer diferencias y semejanzas en cuanto a la cOtnpOsici6n bf!!_ 

qufmica de los antfgenos de hongos que desarrollan reactfvidad e~ 

zada y que dificultan un diagn6stico preciso. 

3. Evidenciar la presencia de c0111pOnentes especfficos para cada uno -

de los hongos estudiados. 



a. 

MATERIAL Y METODOS 

1) H()NGOS. 

Los hongos utilizadQs para la obtenci6n de antfgenos fueron Hiatoplaa­

ma oapautatU11~ cepas 5026, 5005 y 5027, Btastomyoea derma.titidis, cepas - -

5504 y 5501, Coooidicides irrmitis, cepas 49 y 5221 y Pamooooidioides bm­

siliensis cepa Aurelio. Estas cepas proceden del Instituto de Salubridad y 

Enfermedades Tropicales (ISET) y provienen de casos humanos de histoplasmo­

sis, blastomicosis, coccfdfofdomicosf s y paracoccidiofdomicosis. 

2) MEDIOS DE CULTIVO, 

Se utilizaron diferentes medios de cultivo, tanto para el mantenimien­

to de las cepas de hongos como para la producci6n de antfgenos. Entre ellos 

es tan: 

a) Medio de Sabouraud (BIOXON) con antibi6ticos. Utilizado para el -­

mantenimiento de las cepas. 

- Dextrosa 20 g 
Peptona de casef na 10 g 
y carne 

- Cicloheximida 50 mg 

- Cloranfenfcol 500 mg 

- Agar 15 g 

- Agua c.s.p. 1 litro 

b) Medfo Smith. Utilizado para el cultivo de los hongos y la poste­

rior obtenci6n de ant1genos. 

- Citrato ffrrico (anhidro) 0.30 g 
- Fosfato dfb,sico de potasio 1.31 g 



- Citrato de sodio (anhidro) 0.90 g 
- Sulfato de 111gnesio heptahidratado l. 50 g ' 
.. Dextrosa (anhidra) lo.o· g 
- Glicerina 25.0 ml 
- Asparagina 
- Cloruro de amonio (anhidro) 

Agua destilada c.s.p. 
Ajustar pH a 7.2-7.4 

3) CONDICIONES DE CULTIVO. 

14.0 g 
7.0 g 

1 1 itro 

9. 

Se procedi6 a la siembra del hongo en medio de Smith y se incubó de --

3-6 meses a temperatura ambiente para desarrollar la fase miceliar del hon­

go, Después del tiempo descrito de incubación se mataron las cepas con una 

solución de fonnaldehido al 10% durante 1 semana. Antes del procesamiento 

para la obtención del antfgeno se hizo una prueba de viabilidad de los mi--

croorganismos. 

4) OBTENCION DEL ANTIGENO CRUDO. 

Después de 8'ertas la cepas, se separó la masa micelfar por medio.de 

filtración en papel Whatman Ni 3 adaptado a un filtro de Buchner. El fil­

trado fué esterilizado por filtración con Millipore. Luego fué dializado_ 

24 hr contra agua destilada cambiando el agua varias veces al dfa; Se pr-º. 

cedió a su concentración (10 veces al volumen inicial) y se almacenó en -­

congelación. Estos antfgenos son llamados antfgenos crudos (histoplasmi-­

na. blastomicina, cocc1dfo1dfna y paracoccfdiofdina). 
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5) AISLAMIENTO DEL COMPLEJO POLISACARIDO-PROTEINA (CPP), 

A partir del filtrado de los cultivos anteriormente descritos, los CPP's 

de los hongos estudiados fueron obtenidos utilizando la t~cnica de Kirby 

(39) 1 adaptada por Bonilla y Soto (2) modificada por Taylor ~ Bojalil (63) 

de la siguiente manera: Por cada 10 g de filtrado se añadieron 15 ml de fe 

nol lfquido. Se incubaron a 56ºC por una hora agitando repetidas veces. 

Se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se centrifug6 a 500 g durante 15 

minutos. La fase acuosa se separ6 cuidadosamente y se mezc16 con 3 volúme­

nes de alcohol etflico al 95%. Esta mezcla se dej6 a 4ºC toda la noche. El 

precipitado formado se separ6 por centrifugaci6n a 500 g por 15 minutos. 

El precipitado obtenido se disolvi6 en agua destilada y se le agreg6 

nuevamente etanol al 95%. Esto se repiti6 tres vec~s. Por último, el prec! 

pitado disuelto en agua se mantuvo en congelaci6n para su posterior despro­

tefnizaci6n. 

6) OBTENCION DEL COMPLEJO POLISACARIDO-PROTEINA DESPROTEINIUDO (CPP-D). 
(Fig. 1). 

Se procedi6 a tratamientos de desproteinizaci6n de los CPP's. con pro­

nasa (23, 64) y Sevag (59) para la obtenci6n de los complejos polisac&ridos­

protefna desprotefnizados (CPP-D's). En primer lugar se utiliz6 la digesti6n 

con pronasa y en seguida se procedió con el tratamiento de Sevag para elimi­

nar asimismo cualquier residuo de pronasa que hubiere quedado. 

Digestión de pronasa. La digesti6n de los CPP's con pronasa se 11ev6 

a cabo bajo las con.dicfones siguientes: Solución amortiguadora de fosfatos 

0.15 M, 37ºC, pH 7.5 durante una semana. La protefna se trat6 con la enzi­

ma en una proporci6n de 100:0.5 6 100:1. La dfgesti6n se real1z6 en pre-
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sencfa de Cac1 2 o.os M, MQS04 0,03 M y dos gotas de tolueno para evitar la_ 

contamfnaci6n. Se fncluy6 en el proceso un control de albam1na bovina incH_ 

bada bajo las mismas condiciones con pronasa; además se incluy6 un blanco -

que contenfa todos los componentes usados menos el sustrato. La enzima se_ 

anadi6 diariamente a los sustratos agregando cada dfa la mitad de la canti­

dad usada el dfa anterior. Los aminoácidos liberados durante la digesti6n_ 

se determinaron al inicio y al final del tratamiento enzim&tico - - - - - -

por medio de la prueba de la ninhidrina (34) usando lisina como testigo. 

M4todo de sevag (59). El reactivo de Sevag está compuesto de butanol 

Q.P. 1 parte y'cloroformo Q.P. 9 partes. El material utililldo debe es-­

tar cuidadosamente lavado con mezcla cr6mica. Se mezclaron partes iguales_ 

del reactivo de Sevag y de 11 muestra por desproteinizar (CPP). Se separ6_ 

en frf o la fase cloroformo-butanol de la fase acuosa por medio de un entu­

do de separaci6n. la extracci6n se repitf6 de 5 a 10 veces, teniendo la -­

precauci6n de lavar 2 6 3 veces con agua. las fases cloroformo-butanol. -­

las fases acuosas recuperadas se dializaron contra agua destilada durante -

24 hr cambiando el agua 4 6 5 veces. El CPP-0 obtenido se lioffliz6 y se_ 

conserv6 a 4ºC. 

? ) ME'fOIXJS QUIMICOS UTILIZADOS. 

A todos los CPP-D's obtenidos se les. determinaron las protefnas, car~ 

hidratos y actdos nucleicos. Las protefnas por el método de Lowry (42), -­

los carbohidratos por el 11111todo del fenol-sulfarico (18) y los •cf dos nu- -

cletcos por los métodos de la p-nftrofenfl-hidrazina para ADN (67) y del o.r. 

ctnol para el ARN (67). 
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8) METODOS ANALITICOS, 

Previo al an&lisis de los componente.s de la fracci6n polisacarfdica de 

los CCP-D 1s, se procedi6 a la hidr6lisis de la im.restra con HC1 8 N durante_ 

4 hr a lOOºC. Los hidrolizados fueron neutralizados en<i!secador con lent! 

jas de KOH al vacfo. Las 111.1estras nunca excedieron de 5 mg/ml. 

a) Cl'omatografta en aapa fina ( 49, 62). 

Los hidrolizados de los CPP-D's fueron sometidos a una cromatograffa -

en capa fina bidimensional en cromatofolios de 10 x 10 cm (Herck). Se uti­

liz6 como solvente 1: 

Buffer de fosfatos pH 
Acetona 
Butanol 

y como solvente 2: · 

Acetato de etilo 
Acido acético 
Hetanol 
Agua 

5.0, O.l H. (10 vol) 
(50 vol) 
(40 vol) 

(12 vol) 
(3 vol) 
(3 vol) 
(2 vol) 

Para revelar las placas se utiliz6 el ftalato de anilina en aerosol 

(Herck). Luego de la aplicaci6n de la muestra en la placa (25~1 contenten 

do entre 25 y 100).lg de azúcar) se dej6 correr en el solvente 1 hasta un -­

centfrnetro antes del borde final de la placa. Se sac6 de la c&mara y se p~ 

so a secar en la estufa por diez minutos. Se repit16 el proceso dos veces_ 

mas. Se giró la placa 90° para introducirla en el solvente 2, y se dej6 c.Q_ 

rrer de idéntica manera que con el solvente l. Al mismo tiempo que las • • 

muestras se corrieron testigos de una soluci6n de glucosa. galactosa y ma~ 

sa (20 mg/100 ml de alcohol 1sospropflico). Hecho lo anterior se proced16_ 
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a revelar las placas roci&ndolas unifonnemente con el revelador. Luego se_ 

secaron en la estufa a 85ºC por 20 minutos. 

b) Cromatograf!a de gases (21, 32, 41). 

Para la cromatograffa de gases, se utiliz6 una muestra de CPP-D conte­

niendo de 100-150)19 de azacares totales m4s SOµg de m-inositol, Se liofj_ 

liz6. Luego se hidroliz6 24 hr a BOºC con metanol y HCl, secando bajo ni­

tr6geno. Se introdujeron 150 ]Jl de CH2c1 2 m4s 150)Jl de trifluoruro acético 

anhidro. Se procedi6 a calentar dos veces por 5 minutos a 150ºC en un bano 

de arena, enfriando con agua entre cada calentamiento. Debe asegurarse --­

que siempre haya lfquido cuando esté a 150°C. Se enfrió en el congelador y 

la muestra se fnyect6 en la columna de silic6n OV 210 al 5%. La tempera­

tura se llev6 de llOºC a 230ºC aumentando 2ºC por minuto. El gas de arras­

tre usado fué el N2 con un flujo de 7.5 ml N2/minuto. El an&lisis se real.! 

z6 por medio de un Cromat6grafo de Gases PERKIN ELMER Mod. SIGMA 38 1117V -
60H2. 

o) Eleatt'Oforesis en geles de poliao:rilamida (8, 45, 52), 

Para poder observar la pureza de los CPP-D's se procedi6 a la electro­

foresis en geles de poliacrflamida. Para la polimerizaci6n de los geles de 

acrilamfda se utilizaron las soluciones siguientes: 

Soluci6n A (Buffer). 

HCl lN 48 ml 
Tris base (Merck) 36.6 g 

TEMED {N,N,N',N', tetrametfletflendiamina, Merck) 0.23 ml 
H20 c.s.p. 100 ml 
pH• 8.9 



Soluc16n B (Acrilamida). 

Acrilamida 
Bis-acrilamida 
H20 c.s.p. 

20 g 

0.525 g 

100 ml 

Soluci6n e (Catalizador). Se prepara a la hora de usar. 

Persulfato de amonio 0.14 g 
H20 c.s.p. 100 ml 

Soluc16n l. 

Soluc16n A............ 10 ml 
Soluci6n B............ 20 ml 
Agua.................. 10 ml 

Buffer de glicina. 

Tris (base) ........... · 6 g 
Glicina ••••••••••••••• 28 g 
Agua c,s.p ............ 500 ml 

14. 

pH• 8.3. En el momento de uso se diluy6 1:2. Se almacenó en el 
refrigerador. 

Se desarro116 una cinftica de corrimiento con diferentes concentracio­

nes de acrilamida (5, 6, 6.5,7 y 15%), escogi,ndose la .del 6.5S con la que_ 

se obtuvo la mejor resoluci6n de l&s muestras, Al mismo tiempo.que las - -

muestras, se usaron un suero y albúmina s'rica bovina como controles. Para 

el corrimiento se mezc16 un volumen de so1uci6n 1 con un volumen de solu- -

c16n e y se distribuyeron en tubos de ·10 cm de largo por 4 cm de diametro,_ 

llen4ndo1as hasta l·cm del borde superior del tubo. Luego se le agreg6 0.1 

ml de agua en la parte superior del gel y se dej6 polimerisar por 1 hr has­

ta la ge11ficaci6n. Ya gelificados los tubos, se montaron en el aparato P! 

ra electroforesis y se dejaron correr sin la muestra con un buffer de glicj_ 
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na a 2 mA por tubo durante 20 minutos. Se aplicó entonces la llllestra con -

una cantidad de 10 a 50)19 de protefna en un volumen de 0,1 ml, o sea, 0.09 

ml de una solución de 5 mg/ml de los CPP-D 1s con 0.01 ml de glicerina para_ 

volverla mas densa. Se corrió 5 mina un mA por tubo eliminando la l!llestra 

restante y siguiendo la electroforesis por 180 min a 2 mA por tubo con un -

voltaje total de 80-100 V. Por último, despu6s de la electroforesis, los -

tubos se tineron con negro de amido Schwarz para protefna y con la t~cnica_ 

de ácido peryódico de Schiff (PAS) para carbohidratos. Como el control de_ 

corrimiento se utilizó un gel con una llllestra de albúmina con colorante de 

amido black. 

Tdonica de aoZoracidn con Amido Sohwara. 

Solución del colorante: 

- Amido black (1 g en ácido ac6tico al 7%) c.s.p. 100 ml 

Solución para decolorar: 

- Acido ac6tico al 7%. 

Los geles extratdos de los tubos de electroforesis se introdujeron en 

la solución del colorante durante 30 min y posteriormente decolorados con -

varias lavadas del ácido ac6tico al 7%. 

Tlanioa de coZoraoidn aon c1aido pery~diao de Sahiff (PAS) para oarbo­
hidratos. 

Soluciones: 

l. Acido tricloroacético al 12,5%. 

2. Acido peryódico (1 gen ácido ac6tico al 3%} c.s.p. 100 ml. 

3. Nitrato de plata 0.1 N. 

4. Reactivo de Schiff. 

5. Metabisulf4to de sodio al 0.5%. 
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Los geles extrafdos de los tubos de electroforesis se introdujeron en_ 

la solución de ácido tricloroac~tico al 12.5%durante 30 min. Posteriormente 

se lavaron ligeramente con agua destilada. Luego se sumergieron en la sol.!:!_ 

ci6n de ácido pery6dico al 1% durante 50 minutos y lavados posteriormente -

en agua destilada para eliminar los iones de iodato, comprobándolo con la -

solución de nitrato de plata al 0.1 N, al no dar precipitado pardo. Habie!!. 

do eliminado el iodato se sumergieron en el reactivo de Schiff durante 50 -

minutos y se lavaron con la solución fresca de metabisulfito de sodio al -- · 

0.5% tres veces por 10 min.Por altimo se lavaron en agua destilada con fre­

cuentes cambios hasta remover el exceso de colorante. Se conservaron en -­

&cido acético al 3%. 

9) METODOS INMUNOWGICOS, 

Se utilizó la fnna.tnodifus16n en gel de Ouchterlony (48) para determi-­

nar la actividad inmunol6gica de los antfgenos. Esta se desarrolló emplea!!. 

do una mezcla de agarosa al 1.5% en veronal 0.039M pH 8,4 usando azida de -

sodio al 0.01% como preservador. Los pozos tenfan un d14metro de 5 nn por_ 

3 nm de distancia entre ellos. 
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RESULTADOS 

OBTENCION DEL COMPLEJO PDLISACARIDO-PROTEINA DESPROTEINIZADO (CPP-D), 

Con el fin de desproteinizar el CPP para tratar de eliminar posibles_ 

fracciones proteicas, los CPP 1s obtenidos se sometieron a la acci6n enzim4-

tica con pronasa y a un tratamiento con Sevag (clorofonno-butanol). A pe-­

sar de los tratamientos en~rgicos de desproteinizaci6n, los CPP-D' siguen -

conteniendo porcentajes variables de prote1na (1.3-9.3%) en los diferentes_ 

hongos estudiados como podemos observar en la Fig. 2. 

COMPOSICION QUIMICA DE LOS CPP-D, 

El porcentaje de carbohidratos donde se obtuvo mayor variac16n fuf -­

con los CPP-D 1 s de c. immi.tis, ya que en la cepa 5221 se obtuvo 86.2% mien­

tras que en la otra cepa 47 estudiada se obtuvo apenas un 33.21, lo que es­

t4 de acuerdo con los porcentajes de carbohidratos de las cepas de B. de~ 

titidis e H. capsulatum utilizadas (Fig. 2). Esta variación no se observó 

con los CPP-D's de H. capsulatum donde los porcentajes de carboh1dratos va­

riaron nada m4s de 29. 2 a 35.4% entre las tres cepas analizadas. 

La concentración de protefnas en los CPP-D 1 s vari6 de 1.3 1 9.3% (Fig. 

2), a pesar de los métodos de desproteinizac16n realizados, COlllO se dijo an 

teriormente. La relaci6n de carbohidratos a protefnas (CHO/PROT) varió de! 

de 3.8 en la cepa 5026 de H. oapaulatum hasta 14.8 en la cepa Aurelio de -­

P. brasiliensis. Las relaciones CHO/PROT mas elevadas se presentaron en -­

las cepas de c. i.rrrrritis y P. b:rasiliensis, y las relaciones CHO/PROT mis h.Q. 

1110gfneas se presentaron en la cepas de B. dsrmatitidis e H. capeulatum. 
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Se encuentran trazas de 4cidos nucleicos (Fig •. 2) posiblemente porque 

el mAtodo de extracci6n utilizado por glicoprotefnas (39), tambi~n extrae 

4c1dos nucleicos. 

ANALISIS CUALITATIVO DE LA FRACCION f'()LJSACARIDICA DE LOS CPP-D 'a. 

Al realizar el an4lisis cualitativo de los componentes de la fracci6n 

polisacarfdica por cromatograffa en capa fina. encontramos como puede verse 

en la Tabla l. que en todos los hongos estudiados aparecieron como mon6me-­

ros estructurales de los CPP-D 1s: glucosa. manosa y galactosa. Ademls se_ 

encontraron en 1 as cepas de H. aapeutatum y c. inmit.ie otras manchas que P.!!. 

dieran corresponder a hexosaminas. 

ANALISJS CUANTITATIVO DE LA FRACCION POLISACARIDICA DE LOS CPP-D'e. 

Por otro lado se realiz6 también el an4lisis cuantitativo de esta misma 

fraccf6n pólisacarf dica usando la cromatograffa de gases. Se encontró - -­

(Fig. 3) glucosa como azdcar mas abundante en c. i11111itis y B. dermatitidie 

siendo la manosa predominante en H. oapeutatum, El porcentaje de este azd­

car vari6 de 43.2 en H. oapautatum a 52.7% en B. de1'1Utitidie. El porcent! 

je de manosa encontrado en las tres cepas vari6 de 37.1 para B. de:rrrrititi­

dis a 54.0 en H. oapeutatum donde result6 mayor que la glucosa. Por dlti­

mo se detect6 un bajo porcentaje de galactosa. de 2.8 en H. oapautatum a -

13.6 en c. irmritie. Debido a que no se obtuvo suficiente crecimiento del_ 

hongo P. bPaaitien~is, la cantidad de CPP-D obtenido fuf mfnima, lo que OC! 

sion6 que al realizar la cromatograffa de gases, no hubiera suficiente mat! 
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rial para el an!lisis y s61o se pudo detectar como componente principal un_ 

azacar de 5 carbonos (lPentosa?) adem&s de los otros tres azacares presen-­

tes en mucho menor porcentaje. Se rieces1tarf una mayor canti~ad de CPP-0 -

para poder repetir esta cromatograf1a y verificar estos resultados con - --

P. bro:eilienaie. 

ELECTROFORESIS EN GELES DE POL!ACRILAMIDA. 

Para poder observar la pureza de los CPP-0 1s se procedi6 a la electro­

foresis en geles de poliacrilamida. 

Antes de realizar este an41isis con antfgenos, se procedió a experime!!. 

tar el mejor porcentaje de acrilamida, habiendo investigado con 5, 6, 6.5.~ 

7 y 15%, y obtenido la mejor resolución de bandas con el 6.5%, 

Se encontraron 3 bandas para el CPP-D de H. aapsulatum.dos para B. de! 

lllltitidie y una para c .. i11'111Ítis (Fig. 4). Este an&lis1s nos denuestra que .. -
el tratamiento de desprote1n1zac16n si elimina bastante protefna, puesto -­

que sólo aparecen 1 a 2 bandas en cada CPP-D. 

ANALISIS INMUNOWGICO DE WS CPP-D'e. 

Para poder vfsualfzar el comportamiento inmune de los CPP-D 1s aisla- -

dos, se realizó una 1nmunodffusf6n en gel segan Ouchterlony (48) utilizando 

un suero humano histoplasmoso. Como se puede observar en la Fig. 5, existe 

un mayor l'lllmero de bandas entre los antfgenos crudos y el suero h1stopla~ 

so, que entre los CPP-D's y el suero. Sin eni>argo, podemos observar reac-­

c16n cruzada entre todos los antfgenos crudos y el suero, incluyendo la pa· 
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racocc1dioidina. Los CPP-D's presentan un menor namero de bandas al reac­

cionar con este suero y el CPP-0 de P. braaitiensia no presenta ninguna. 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Los antfgenos CPP-O's analizados en este estudio, obtenidos por extra_f. 

cidn con fenol seguido de precipitaci6n con alcohol y posterior desprotefn.i 

zac16n, están probablemente constitufdos por algunos de los componentes quf 

micos presentes en la pared celular de los hongos estudiados, como se puede 

observar por la composici6n de los CPP-O's (glucosa, manosa y galactosa en_ 

su fracci6n polisacarfdica). Por medio de aut61isis, probablemente, estas_ 

molAculas se disolverfan en el medio de cultivo y por lo tanto aparecerfan_ 

en nuestros antf genos extraf dos. 

El an41isfs de los antfgenos ha puesto en evidencia que las relaciones 

CHO/PROT m4s homogéneas se presentaron en las cepas de H. capsutatum y B. 

derrnatitidis que son los hongos que mayor cruce inmune presentan, probable­

mente por su mayor similitud en.cuanto a la composici6n qufmica de su pared 

celular. la gran diferencia entre los porcentajes de carbohidratos -

en los CPP-D's de c. iJrrnitis (Ffg. 2), a pesar de haber utilizado las mis-­

mas condiciones de cultivo y de extracci6n de antfgeno, puede ser debido a_ 

la variación antigénica que existe entre diferentes cepas, como ya fu~ des­

crito por otros autores (19, 57, 58). 

Esta diferencia encontrada con c. inrrtitia puede también ser explic! 

da por la diferente compos1ci6n qufmfca de su pared, ya que este hongo pre­

senta un azúcar, la 3-0-metil manosa, que no se encuentra en los otros - -

tres hongos estudiados (1, 17, 3, 54). 

la similitud en composic16n qufmfca de la fracc16n poltsacarfdica (1111-
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nosa 1 glucosa y galactosa) encontrada en los CPP-D's, pudiera explicar de -

cierto modo, las reacciones cruzadas que manifiestan entre si estos hongos, 

al realizar pruebas serol6gicas. La composfci6n qufmfca de lps CPP-D's an_! 

lizados est4 de acuerdo con otros estudios realizados en antfgenos de es-­

tos hongos, como por ejemplo el trabajo de Azuma et at (1) donde.tani>ién en. 

cuentran en su precipitado etan6lico, galactosa, manosa, glucosa adem4s de 

protefnas. Sin embargo, estos autores al purificar este precipitado, con-­

servan especialmente una galactomanana. elimin4ndose asf la glucosa del CO!!! 

puesto. A pesar de la desproteinizaci6n con pronasa y Sevag, de nuestros -

antfgenos, estos todavfa contenfan una fracci6n proteica unida a la frac- -

ci6n polisacarfdica que no fuf posible eliminar. Esto· nos sugiere una pos! 

ble importancia de la un16n polisac!rido-protefna que podrfa considerarse 

como la parte mas importante del complejo pudiendo ser quiz! la responsable 

del caracter antigfnico de los CPP-D's obtenidos. 

Al analizar i11111nol6gicamente los CPP-D's se encontr6 que a pesar de -

observar reacciones cruzadas entre ellos, el cruce inn1tne era menor que con 

los antfgenos crudos h1stoplas~1na, blastomicina, coccidioidina y paraco-­

ccidioidina. Se observ6 asimismo, que el CPP-D de P. brrasitiensie no demo! 

tr6 crii:e con el suero histoplasmoso. Para poder hacer un an!lisis inmune_ 

m&s concluyente, se necesitarfa. sin embargo, realizar este tipo de pruebas 

con otros sueros histoplasmosos, con sueros blastomicosos, coccidioidomico­

sos y paracocc1d1oidom1cosos. 

En trabajos previos (63. 51), estos CPP-D's fueron analizados irwnunol~ 

gicamente en las pruebas de f1jac16n de complemento, hemaglut1naci6n e, iflll!!. 
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nodifusi6n en gel encontr!ndose también un mayor cruce con los antfgenos -­

crudos que con los complejos desprotei~izados y el menor cruce dado por el_ 

CPP-D de P. braailienaio. 

La presencia de las galactomananas de H. aapeulatwn, P. braaiZienaia y 

B. derTTrltitidia aisladas por Azuma et al (1) son las responsables segOn los 

autores del cruce inmune entre estas cepas. Los autores adem!s sugieren, -

por los resultados obtenidos en cuanto a estructuras qufmicas de sus com- -

puestos y análisis inmunol6gicos, que el residuo terminal no reductor galaf 

tofuran6sido juega un papel importante como un fuerte determinante inmunol~ 

gico, lo que explicarfa los altos grados de cruce encontrados. 

Queda todavfa l!llcho que aclarar de estas mol~culas antigfnicas tan im­

portantes para el diagn6stico y pron6stico de las micosis profundas, y este 

trabajo s61o consideró la parte polisacárida de estos antfgenos. Falta, -­

sin embargo, el análisis de la parte proteica, que a pesar de estar en me-­

nos cantidad, tambiln es importante. 

Las similitudes encontradas en estos complejos desproteinizados, como_ 

lo son la presencia de carbohidratos, protefnas y ácido nucleicos, as1 co­

mo particularmente la presencia de glucosa, manosa y galactosa en la frac­

ci6n polisacarfdica de la molécula, concuerda con la estructura qufmica de_ 

la pared celular de estos hongos. Por otr.o lado, las diferencias encontra­

das, en cuanto a la concent·raci6n de sus componentes y por la presencia de_ 

una fracci6n polfsacarf di ca COlllPUesta probablemente por un azacar diferente 
'· 

a la glucosa, manosa o galactosa en P. braailienais, el cual podrfa ser re! 

ponsable del menor cruce il'lllllne, nos llevan a considerar que deben prose- • 

guirse los estudios para aclarar la estructura quf111ic1 fina de estos antfg! 
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nos. 

Sin embargo, una gran dificultad que se presenta para estandarizar los 

antfgenos tangicos es la gran diversidad de los métodos usado·s para su extraf 

ci6n, asf como los ~todos analfticos e inmuno16gicos que se usan para ais­

lar, caracterizar o identificar antígenos col!K.lnes o diferentes en las dfs-­

tfntas células y especies de hongos, (1, 3, 9, 43, 46, 47, 51, 31. 38, 40, 

65). Para eliminar las variaciones antigénicas presentes en diferentes C! 

pas, como ha sido demostrado en diferentes trabajos {19, 57, 58) se reco-­

mienda el uso de cepas aut6ctonas de cada región, para adem4s llegar a te­

ner una mayor reproducibilidad en los resultados. 

El método de aislamiento del antfgeno utilizado en este estudio, pro­

cura ser sencillo y de f4ci1 manipulaci6n para que pueda ser adaptado en_ 

diferentes laboratorios que se dediquen al serodiagnóstico de las micosis, 

adem4s de ser una de las t~cnicas m6s utilizadas para la obtenci6n de ant! 

genos polisac4ridos. 



FIG. 1 

FIG. 2 

FIG. 3, 

FIG. 4 

FIG. 5 

TABLA 1 

25, 

LISTA DE TABLAS Y FIGURAS 

Esquema de aislamiento del complejo polisacárido-protefna desproteinj_ 
zado (CPP-0), 

Porcentaje de carbohidratos, proteínas y ácidos nucleicos presentes -
en los complejos polisacáridos-protefna desproteinizados (CPP-D's) 
de H. aapeulatwn, !3, de:rrmatitidio, C. inurtitio y P. bmeUiensia. 

Porcentajes de monosacáridos presentes en la fracci6n de carbohidra-­
tos del complejo polisacárido-protefna desproteinizado (CPP-D) de -­
H. oapeulatwn (Cepa 5026), B. de:rmatitidis (Cepa 5504) y c. irrmitis -
(Cepa 5221) por cromatograffa de gases. 

Electroforesis en geles de poliacrilamida de los complejos po11sac&ri 
do-protefna desprotefnizados (CPP-D's) de H. oapsulatum (CPP-D H1stoT, 
B. de1'Tlatitidis (CPP-D Blasto) y C. irrmitis (CPP·D Cocci). 

Inllllnodifus16n en gel de 1ntfgenos crudos y CPP-D's contra un suero -
h1stoplasmoso (SH). 

Análisis cualitativo de los azucares presentes en los CPP-D's de los 
hongos estudiados por cromatograff a en capa fina. -



FORMA MICELIAR DEL 
HONGO 

FILTHADO DE CULTIVO 

l DIALISIS 
CONCENTRACIÓN 

ANTIGENOS CRUDOS 

EXTBACCION CON FENOL 
)6º C - l HR. 

'=ASE.ACUOSA 

l PRECIPITACIÓN CON 
ALCOHOL 

CPP 

PRONAS() 1%-5 DfAS-37 • C 
SEVAG ( CLOROFORMO-BUTANOL) 10X 

CPP-D 

1 

FASE FENOLI CA 
DESCARTAR 

FIG. l. ESOUEMA DE AISLA~IENTO DEL COMPLEJO POLISACARIDO~PROTEINA 
DESPROTEINIZADO <CPP-D>. 



20 

CEPA AURELIO !:!. brasiliensis 

CEPA 5221 CEPA 49 c. irnmitis 

CEPA 5504 CEPA 5501 B. dermatitidis 

CEPA 5026 CEPA 5005 CEPA 5027 

H. capsulatum 
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PRESENTES EN LOS COMPLtJOS POLISACARIDOS-PROTEINA DESPROTEI 
NIZADOS (CPP-0 1 1) DE ff. capsulatum, B. dermatitidil, c.tmmI-
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F r G •. 5, 1 NMUNOD I FUS ION EN GEL DE ANTI GENOS CRUDOS Y CPP-D' s 
CONTRA UN SUERO H I STOPLASMOSO ( SfO • 

Bm = blastomicina 
CPP·D histo • CPP-0 H. capaulatum 
Hp = htstoplasmina 
CPP-D paracocci = CPP-0 P. bPaailiensia 
Pe = paracoccidioidina 
CPP-D cocci • CPP-D c. irrmitia 
Cd = coccidiotdina 
CPP-D blasto = CPP-0 B. del'Tl'latitidis 



TABLA l, ANALISIS CUALITATIVO DE LOS AZUCARES PRE 
SENTES EN LOS CPP-D~ DE LOS HONGOS ESTU­
DIADOS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA. 

H. oapsulatum: Glucosa, Galactosa. Manosa, Hexosamtna 
B. dermatitidis: Glucosa, Galactosa. Manosa 
e, irrrrritis: Glucosa. Galactosa. Manosa, Hexosamtna 
P, b~asiliensia: Glucosa. Galactosa. Manosa 

HJDROLISIS HCl-8 4 HRS lOOºC 
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