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RESUMEN

Sa reallzd un estudio comparative inmuncldgice de antlgenos cru-——
dos (histoplasmina, blastomicina, coccidipidina y paracoccidicidinal y
purificados {complajo pollisacarido protaina desproteinizada CPPD) de ~
Histaplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Coczidigides immi-
tis v Paracpccidioides brasliliensis respactivamente, agentes atiolbgi=-
cas de micgsis profundas en el hotmbra. Diversos autores atribuyen las-—

reaccionas cruzadas, en antigenos de heongos, a las galactomenanac. Por
lo tanto, los antigenos crudes y CPPD's de estos cuatro hongoes fuaron-—
tratados con OC {25°¢, pHE.5, 30 min)} v B (17%, pH 7.3, 30 min} ga==
lactosidasa para eliminar las reacclenes cruzadas. La liberacifn de -
galactosa se datermino por medio de cremstografis en capa fina utili—
zando los sustratos espacifico:r como control. Los antigencs se proba--
ron en Inmunedifusidn en gal con suaro de paclente histoplasmoso antes
y daspués dal tratamiente enzimhtice, Para obssrvar la reactividad de=
los antigenos y cruces inmunas en leos antigenos crudos y purificados =
da los cuatrfo hongos, se realizd unas inmunoelectroforesis en dos dimen
siofias con suero hipesrinnmune de conejo anti-H.capaoulatum, ademas de -=—
una comparacifin en tandem entre allns. El tratamientc enzimbtico con —
oLy Bgalar.!:osidasa sugiere que los antigenos crudos ¥ purificados ==
contisnen galactesa unida mediante enlaces B ¥ que la fraccildn galacto
511 liberada por 1la s 4Jalactosldasa no modificd los cruces inmunes en=
aston anélgmos sl utilizar suero humano. La Inmunoalectrofporesis en -
doble dimensifn mostrd 14 bandas de precipitacifn para la histoplasmi-
nn, siendo les nlimeros 1,3 y 4 las especificas de aste antigeno, que =
aparecen mhs concentradas en el CPPD correspondiente. E£1 anflisis en -
tandem de 1a histoplasmina con los otros sntigenos estudiados mostcd =
una gran divarsidad de determinantes antigénicos comunes.
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INTRODUCCTION ¥ ANTECEDENTES

Laos hongos de las micasis profundas se cacacterizan por preducir
un cuadro primarioc pulmonar a partir dal cual pueden diseminarse a di
ferentes tejidos del cuerpo, produciendo lesiches grantilomatosas (8),
Los agentes etfoldgicos que chusan estas micosls son ¢ Histoplasma -
gapsulatum, Qlastomyces dermatitidls, Coc-idiogldes immitis ¥ Bargco-—
goidioides pro=iliensigs Estos hongos viven en 1a neturalezasa, en el -
sualo o &n material orginizo y debide n sus requerimientos eapecifie—
cos astan limitados a cliertas regiones geoqrificas. En &stas las per=
sonas adquiaren la !Infeccibn a través de las vias respiratorifas. La -
:uyorla solo desarrolla sIntomas menores o ningunag ¥y cuando se desa=~
rrolla la enfermedad, &3tn puede sner leve, grave a mortal. En la natu.
ralecs, estos honges crecen en el zuelo como saprofites, produciendo-—
micelio ¥ conidias. Cuando esatas estructuras son inhaladas por el hom
bre u oktros animales, los organismos son capacas de adaptarse Yy sre—
cer, ocurriends camhios dristicos en su metabolismo, en su pared cely
lar, contenido, astructura, sistema enzimfitico y en sus procesor de -
reproduccidn, sufriendo uma traisformacidn a otra forma morfolSgica
1a fase levaduriformas { 43 ).

Una de astas enfermedades as 1la histoplasmosis produsida per His
taplasma capaulatum. Este hongo tiene la caracteriztica de sez un pa-
résito intracelular praeferencial de) sisteams fagocitico mononuclear,-
donde se shcuantra en forma de levaduras ovoides de 2 a 4 p de diame—
tro. En su fase de vida libre micellial, se encuentra en forma de ma—-
crocamnidias squinuladas y microconidias, en un habitat muy particular,
cacacterizadd por un alte contenido de nitrégenc y fosforo.como &l -
suelo neaclade con guana da muarciﬁlaqa. excretas de aves, atc., que=
58 sncuwntran an cuavas Inexploradas, minas sbandonadas, graneros y -
silos (43). La histoplazmasls es la micesis sistémica mas importante—
en. 2l mumndo, l# de nayor trascefidencias sn al centinente americano y =
en particular en Méviro. La histoplasmosis pulmonar primaria, consti=
tuye un serio problema de salud plblica en México, tanto per la elava
da fracuencia de los brotes epidémicos coms por la gravedad del cua--
dro clinico (51), Esta ‘micosis puede ser cotisiderada como ocupacionel



va que afecta principalmente a trabajadores, como loa minerps, que
‘se expornien al ajente atioclégico al penetrar en viejas minas. Al ser -
adquirida la infeccifn en recintes cerrades donde se forman aecosoles
de esporas, se incrementa la grsvedad del cuadro clinics, lo que de=-
termina una elevada marbllidad, haciendo de 1a hiztoplasmosis pulmo=-
nar primaria an México una de las de mayor tasa de letalidad en el —
mundo (52). Esta micosis no es consideradn una enfermedad rara en M&—
xico, ya que al posecr la Repliblica més de 2000 minas sin explotar, =
un gran nfineco de bocaminas indigenas ¥ miles de cavernas de todos ta
mafios, asaqura una alta morbilidad entre los Llndividuss que frecuen-—=
tan este tipe da recintos; gedlegos, recolectores de guano, gambugje=
nos, antropdloges, axcursiasnistas, espeledlegos, etc., (53}, Aunque -
1e tienen datos de 1a existencia de brotes epidémicos en todos 103 es
tadas dal pals, los que presentan mayor frecuencia son aquellos gue =~
poseen mayor niimero de cavernas y minas abandonadas ! Guerrero, Wi—
choachn, Queratare, Jalisca, Guanajuste, Hidalgo, San Luls Potesi, Ma
relos, Tamaulipas, Chiapas y Peninszula de Yucathn { 15, 16).

Otra de las snfermedades producidas por estos hongos es la blas-—
tamicosis nortesamericana, cuUyo agente etioldgico as Blastomyces derma
titidis. Las alauriosporas ovoldes de 2 o 10 p de dismatro encontra—
das an la fase micalial de este hongo son los elementos infectantes -
que al penatrar al huésped se transformen en lavaduras de 8 a 15 I de
difmetrs con un caracterlstico septo ancho de gemacidn simple. EL ha=
bitat precisa de este organismeo es desconocido a pesar de que Denton—
y Disalve (11) lo ailslaron de una pucstra de sueleo cerca de Augusta =
Geargla, EE.UU. S5in embargo, bajo las miamas condicicnes y en el mis—
me lugar no se ha podido aislar nuevamenta,; En méxico esta infeccidn-
a3 bastante rara, con un sdlo caso dascrito en la literatura (38), ——
slende 3in embargo, bastante frecuentes en el vecino pais del norte

La coccidloldomicosis, tiene como agente etioligico s Cogcidiel-

das immitis, cuya fase micelial infectante es a base de artroconidias,
Y astl asociado a un ambiente samiirida. Al penetrar por las vias res
piratorias del hudsped, se transforms en esférulas que 2l madurac se—
llenan de endasporas. Estas células pueden llagar a tener de, 40 a 80
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p dc dismectro. Es probablemente al mhs virulento de los honges patd—
genos pars el hambre { 43 ). Se aisla con frecuencia del suclo con —
material organico carbonizado y alta concentracidn de sales, particu
larmente sulfato de calcic y boratos. Las Areas endémicas de esta en
fermedad incluyen el surceste de los Estades Unidos ( Valle de San ~
Joaquin ) ¥ mas de 1o mitad del territoric mexicano repartidg en - =
tres zonas aridas : la zona I, comprende lps estados que limitan con
los Estados Unidos, la zona I, camprende los estados de la comarca=—
lagunera : San Luis Potosl, Zacatecas y Guanajuate, ¥y la zona IZy =~
comprende los estados de Sinalea, Mayarit y Geollma y dos microbreas-—
tropicales, en Apatzingan, Michoacan y el valle de Arcelia en Guerre
ro ( 17, 18 ). Existe también en algunas regiones de Centroamérica =~
como el valle de Motajua en Guatemala, el velle de Comoyagua en Hon
duras { 35 ) y Sudamérica{Veneruela, Ecundor y Colombia}( & ).

La paracoccildicldomicosis es producida por Paracoccidiodes bra-
£1liensis, La forma micelial infectante de este honge es muy similar
a las conidias sencillas de 2 a 4 p 3¢ difmetro de B.dermatitidis -
que al panetrar al huesped toma la forma de levaduras multigemantes—
{ timdn de bacco )} tipics de P.brasiliensis. Hastm ahora el habitat—
saprofitico y las asocieciones ecolaqicas del hotigo no estdn cample—
tamente claras, «<in embargo, estudions reclentes de pruebas cutfneas—
en pchliciunus ¥ el aislamiento del organismo del suelo ha comenzado
a clarificar 1a acologis y la epidemiclogias de la enfermcdad { 43 ).
. Los casps de la enfermedad generalmente provienen de lugares con cli
may templado, de zZonas boscosas ¥ hfimedas. Geograficamente la infec——
cifn esth restringida a iss Areas de Sudamérica, Centroamérics y Mé-
xico. En 1980 Velaszco Castée]én { 54 1, lLogré reunir mediunta astu-—
dios epidemicldgicos 56 casos que provenian de 10 estados de 1la Repd
blica Mexicana, 1a mayoria de pacientes aran del estado de Veracruz=
¥ las Huastecas. {

Debido a 1a alta incldencia de histoplasmosis y coccidleidomice
sis en Mexico, teniendo en cuenta la frecuencia de casos nuevos ¥ cp
naciendo ademas 1a gravedad de estas enfermedades pulmonares, Sobre—
todo en condiclones de mala nutricidn o en clases sociocecondmicas ba
jas, asl como en estados inmunosupresivos del huésped, es de funda—-
mental importancia &l diaqnéstico preciso y temprano de astas enfer—



madades. En vista da la dificultad y el largo tiempo requerido para e!
diagndstico miceldgico, as necesaria 1a ayuda del diagndstico serolégi-
co. Para estas pruebas aon necesarios antigenos especlficou, con buan-
gradc de reactividad y de fhcil abtencibn, gue puedan ser utilizador-
en loa laboratorics de sarodiagndstizo £fingico. Para conseguir este ot
Jativo, muchos autores han tratsdo de ldentificar, alslar y caracteri-
zar los antigenes de los Monges causantes de micosis profundas.

¥s an 1958, Heiner (22) identificd en Hucapsulatum, por medic de-
la técnica de inmunpdifusifn, dos bandas de precipitacién qua denominf
h y ms Bradley gt al. (&) lograren purificar y separar estos antigenor
de la histoplasmina a través da cromatrografia en colurna, pero & pe—
apr de la purifi::acit':m. astos a,ntlgenoa contenlar fracciones comunes,=
como lo demostraron Green at al. (20) al preparar antigencs h y m li—
bres de antigenos heterdlogos, mediante un suero monoespecifice anti-H.
capsulatum,

En B,dermatitidis, Kaufman (28) obtuve del filtrado de cultivo de
1n fase levaduriforme dos bandas por Inmunodifusidn a las gque denonind
Ay By qua 34 conslderaron antigenos especzificos para B.decmatitidis.

Posterlormente Graen (19) usando cromatografia de intercamblo = -
ibnico purifizd una fraccifn de B.dermatitidis que prasentd una banda-
A en Ourchterlony. Sin embargs, al enssayarlo con suero dea pacientas en-
inmunodifusifn, solamente el 521 fue positivo en casos comprobados de-
‘blastomicaosis. El mismo probloma aparesid con la prueba de fijeaciin de
cemplemento ¥ aungue la tecnica de ELISA damostrd con este antigeno —
92% de casos conozidos también prasentd 20% de reaccifn cruzada con -
sueraos de otras enfermedades flngicas. Young (61) trabajando con el —
antigeno A madimte cronatografia de afinidad y geles de poliacrilami-
da identifich por esta (ltima técnica 5 bandas teilidas con la tincidn-
da azul da Copomassie y 20 bandas con la tincifn de plata. Dos de ellas
desaparecian de 1a preparacifn antigenics despuds de la incubacién con
un gel de afinidad unido al suero de referencla ankti=A concluyendo qua
das corponentes da esta mazcla sstaban asociados a le actividad del an
tigenc A« Cox {9) describid un mtigens de la pared celular de la fase
levaduriforrpe de H.dematitidis soluble en alesli ¥y en agua gue pudo di
ferenclar de cobayos sensibilizados con Bsdermabitidis de los sensibi-
1izadpos con H.cansulatum sin haber podido comprobar la pressncia del -
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an!:lgenn A dosaerito por Kaufman.

En Coccidioldes Smmiktis Huppert {23}, haciendos un andlizis ane
tigénice de la coscidieldine y esferulina por medio de la inmunoeles
troforesis bidimenajonal, encontrd 26 antlgenos en la coccidiaiding-
de loa cualer 10 eran comunes con 18 esferuilina, v dos antlgencs que=

denoming A ¥ B presentes solaments en la esferulina. E1 mismo autor=
{24), con la misma t@cnica, identificd los sntfgenos comnes entre -
hengos de enefermedades sistémicas uvasndo un alstenz de referencia -
coccidicidina~pntlicozcidioldina, encontrande 13 y 10 mntigencs comu-
nes e preparaciones de H.dermatitidis e H.cansulatum respectiivaman-
te. Ward =t al. (56) prepacaron un antigeno soluble en alceli y on =
agua de Co immitis, de la mlgns forma que el dé Badermatitidis, EI -
antigens funciond bisn en las pruebss seroligicas parc leuy reactic=—
nes cruzadazs con B.derpatitidis & Hegapsuiatum fuaron svidentes.

En P.bemsiliensis, Yarzabal (33) aisld un axiracte que presentd
dos bendas en Quchterleny, a las que denomind E/1 y £/2, demostrande

la primeca aczividad de Fosfatasa slcalina. Estudies subsezuentes -

con la banda E/f2 (59}, cemprobaren su especificidad para P.bracilien
Sis, ¥a que reaccionaba fintcamente con suerps de pacientes con para-
ceccidinidoniconis. El nizma autor (60), determind 1a lozalfzacién -
gubzelular del antiqenc £/2 en la faze levaduriforme de E.branilien-
2is medimnte estudios inmuncenzimibticos y de microscopla electrbiniza.
for otro lado Restrepo ¥y Hoficada {40) en un sgtudic sobre la casracte
rizazidn da antlgenos de aste mismo hongo, utilizands s técniza da-
Puchteclony, ebtuve 3 bandas de precipitacidn, sbservando cue ta ban
dn 1 era similar al antigeno E/2 pbtenldo por Yarzhbal y 1a banda 3~
presentaba reaceifn cruzeda con sl antigena m de H.capsulatym penien
do en duda la espscificidad de dicho antigeno. Puccia et ale {33} ob
tuvieron del mismo modo uwn sntlgeno especlifico de Pibrasiliensis, =
dal fiitrade de culbivo do la fase lavadurifocme, denomingndelo gp =
43 ya que corrresponce a una glicopratalna de 43 Kd por alectrofore-
si3 en geles de poiiacrilamida. Esta bands prasentd la mizma migra——
cibn slectroforética que =l antigenc E de Yarzdbale 5in embargo, 1e—
obtlens en pova cantidad y su chtencifn ne es constante ya que dapen
de de la ceps,dal medic de culktivo y del tlespo de incubacifn.
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A pessr do todos les crabajos anteriermence mencionados, hasta=
la fecha no sa han podido obtenar fracciones antigénicas suficiente-
mente reasctivas y senasibles a bajo costo ¥ de ficil elaboraclén que-
pudiaran ser utilizadas de rutina en todss las pruebas de inmunodiag
nbatico micolégico.

Los intentas para femover completamente la protelna por procedi
mientos qulmicos. electroforaticos o cromatografices ratepniendo sin-
embargo, la resctividad inmunoldgica, generalmente han fracasado. La
pardida da la fraccldn proteica esth asocieda a la pérdida de 1a - -
hiparsensibilidad de tipo retardedo pero no necesariamente con la ——
reactividad seroldgica, por lo tanto, la mayoria de los investigado-
res han reportado una haterogenesidad en la fraccién aislada. Asi Tay
lor et.ol. { 47 } en un estudio sobre He.capsulatum alslaron up Comw=
rlejo polisacaridon hroteinn { CPP ) con buena especificidad en inmu=-
nodifusién en gel, obsarvando que por la accidn de 1a encima pB-glu-
cosidass hubo pérdida de .la actlividad de 1a inmunodifuaidn, en tanto
que con calor y una anzima proteolitica pronasa, no se alterd la acs
tividad del ant{geno. En otro trabajo el mismo autor ( 48 ) determl-
ns 1s respuesta mediada por calulas en ratones inmunizades con H.cap
pulatum ¥ C.immitis utilizando el complejo polisacdrido-proteina = =
( CPP } y una fraccién dasproteinizads del complejo { CPPD ). En el~
ansayo del cojinete plantar, la histoplasmina y toccidioidina ( entf
genos crudos ) presentarcn reaccldn gruzada en los animales sensibi-

lizados, pero al utillzar el CPP y el CFPD de H.capsulatum se obtuve
respuesta solamenta en los animalés sensibilizados con el honge res-
pactivo. En estudios subsigquientes, Reyes gt al, ( 41 ), compararcn-
1a actividad tnmunologica de complajos polisacarido-proteina despro-
tainizados de H.capsulstum y B.dermatitidis. En las pruebas humora——
les utilizadas sa pusieron de maniflesto reacclones cruzadas, sin em

barbo. estas fueron menpres que al utilizar los mntigencs crudes — -
{ histoplasmina y blastomicina ). Por otro lado, Torlello et al. - =
{ 49 )} realizaron un estudio sobre la composicién quimica de la frag
cidn polisachrida de los CPPD’s de H.capsulatum, B.dermatitidis y ——
Cs.immitis, por medio de cromatografia en capa fina y gas 1iquidoe, ¥y~
encontraron mancsa { 3B.6-54% ), glucosa ( 43.2-52.7% } y galactosa-
( 2.8»10.6X ) ademas de haxosaminas en un peguefio porcentale. Utill-
tando antigenos crudos y CPPD’s, Bacerril et al, { 3 } realizaron un
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estudio &n pacientas con etfermedades respicatorias encontrandn mee
nor reaccién crurzads con los CPPD”s que con los antlgenos crudos m
las diferentes prueblas utlliizadas. Conociendo el valer de los anti
cuerpos menoclonales en la obtencidn de antigenos sspecificos, Re——
yes Montes st al. (42) chtuviersn 3 anticuerpos difsrentes contrs =
&l CPPD de Hicapsulatum que servichn en estudios posteriores para -
1a purificacidn del mntlqens.

In vista da que & pesst de existic antigencs especificos de =
ios hongos productores de micosis profundas, estos todavia presen——
tan clerts grado da resccionas cruzadas, alaunos auteces han orien~
tado 3us estudios hacia las unidades de cruce con el £in de elimie—
narlas o bloguearlas.Azums st al. (2) identificaran galactamananas~—
campartidax por H.cansulatum, Bedematitidis, y P.brpsillensis,. for-
otro lade Ishizaki =% ol. (25) tdentificarcon un residuc Degplachio-w
311 come el responsable de l» reacclén cruzada entre Sporothrix =
schenekil v slqunhos hotqos no relacionados. Habiendo determinalo la
prasencia de galactosa ¥y manosa,sdemas de otros nonosazfridos en ios
entigenos crudsos ¥y purificadoa [(CPPD's) obtenidos en al laboratoris
(43) y tenlendo en cuenta las obeervasipnes anteriorss, se considew
ré que la eliminacisn 4& los cesiducs de galactosa por actividad e
enzimhtica podria reducir las reacciones cruzadms de e#stos hongos en
pruabas de serodiagnbatico.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los CPPD g de H.oapsulstum, S.decmatiti{dis, C.immitis v Pobog-
ailiensia son antizenos de fici) ohteancifn, bajo vosta y altas sensy
bilidad y resctividad. Tomando en consideracifn la dificultsd y sl-
alte costo para aisisr fraccionas antiqénicas especificas por las -
téhcnicas descritas con smterioridad. y teniendo en cuenta la necesi
dad fundamental de contnr cop reactives (tites en las prushas inpu-
nolimicas de cuting en &l diagndstico de laz micosts profundas, fo=
bre todo de la plstaplasmosis y 1a coccidicidomicosis que son endé—
micas en nuastro pals, ne desarrolld este trahajs con @l objetn de-
carsctarizar inmunrglbgicamente ¥y anglizst las fraccionas antigémie—
cas obtanidas y tretnr de eliminar las redcciomes cruozades, que hre
sentan esta tipo de hongod.




HITPOTESTS

La eliminacion de los rasiduss de galactosa pok sckividad enzima-

tica de los ant!.qenns de hongos causantes de micosis prafundas reducen
el cruce inmine en prusbas de serodiagndstico.

Los antigenos crudos y purificados de Histnplasma capsulatum poe—

seefl componentes antigenicos specificos vy comparien componentes anil-—
génicos comunes con Blaste

mycas dermatitidis, Coccidipides inmitis y =
Parascoccidicides brasliiensis,

Los antlgenos crudos de H. ulatum, B. dermatitidis, C. jmmi--

tis ¥y P. brasiliensis poseen varlas fracciones con diferente pesc mole
cularc. ’

Obtener antlgenos con buen grade de resctividad, sensibilidad, espg_c_j_.
ficidad,a bajo costo, mediante una metodologla sencilla.

Tratar de eliminar las reaccliones cruzadas que existan entre 65tos-
antigenss.

Establecer diferenclas y semejanzas entre les antig_enou crudos Yy =
los antigenos purificades | CPPD's ).

Conpcer 1a gana de determinantes antiganicos cominps existents en -
las preparaciones obtenidas.



1.

2.

MATERIAL ¥ METODOT
L T ar

HONGOS

Los hengos utilizados en este estudio para 1s obtencién de an
tigenas fuerocn 3 Histoplasma capsulatum EH 53, Blastomvces dermatd
tldis EH 42, Coccidicides immitis EH 45 y Parmaccaccidipides brasi-
giliennis EH S5, todas ajisladas de pacientes y mantenijdas en medio
de agar micobidtico ( Bioxdén ) a 26°C en el cepario del depactamen .
to de Ecologila Humana de 1s Facultad de Medicina de la U.l.A.Me

MEDIOS BE CULTIVO

Se utilizaron diferentes medips de cultive tanto para el man-—
tenimiento de 1las cepas como para 1a produccildn de nntlgenos.
a) Medio de agar micobldtico ( 21 )} para conservar los hongos.

b) Medio sintético de Smith ( 45 ) para la obtencidtn de los antige

TIOS «

Como #l1 crecimiento da P.bprasiliensis es pobre en el medio de
Smith se hizo la sigulente modiflcacién : se disclviercn 5 g de ex
tracto de levadura y 5 g de peptona en 100 ml de agua y se dialica
ron contra 1000 ml de agua a 4°c, duronte 24 horss. El dializado -

fue utilizado coio solvente para los componentes del mhedio de Smi-
th.

CONDICTIONES DE CULTIVO

Para 1a obtencidn de la forma micalial, se sembrd el hongo en
matraces de 1000 ml conteniendo 250 ml de medlo ¥y se incubd 3 me=—
ses a la temperatura amblente. Al cabo de este clempo se ifdentifi-
cH su morfologla caractar{stica v se agregd a los cultives una so-
lucion de timerosal 1/5000 { concantracign final } dursnte una se—
mans. Posteriormente se hizo una prueba de viabilidad de los micro

o:gm_ismas .
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3. OBTENCION DEL AMTIGEND CEUDO.

Se separ5 1a masa micelial por medio de filtracicn en papel -
Whatman Hos 3. El filtrade se pasd por membrana Millipore {o.45 pm}
se d1alizd y concentrd por ultrafiltracién {Amicdn, membrana PM 10)
a 10 veces ml volumen inicial ( Pig 1 }. Eastos antlgenos crudos se

deanominan histoplasmina, blastomicina, coccidioidina, ¥ paracocci-
dioidina.

4., DETERMINACION DE PROTEINAS ¥ CARBOHIDRATOS

A todos los antigenos crudos y CPPF's se les doterminaren prg
telnas y carbohidratos. Las proteinas por el rétodo da Lowry st al.
(32) y los carbohidratos por el matodo de Dubols et mi. {137,

S5e¢ AISLAMIENTO DEL COMPLEJD) POLISACARIDO PROTEINA (cPP)

tos CPP s de los cuatreo hongos a estudiar fueron obtenidos a-~
partir deal flltredo del cultive antariormente desceriteo, utilizando
1a thenlca de Kirby (29), adaptada por Benilla=Soto et 31. (5) y -
medificada por Taylor Yy Bajlalil (47), de la sigulente manera ! por
cada 10 g de filtrado se afisdieron 15 ml de fenol llquido. Se incu
bé a 56°% por una hora, agitando rapetidas veces. Se dejd enfrlar-
a temperatura amblente y se centrifugd a 500 xg durante 13 minutos.
La fase acucsa se separd culdadosamente y se mezcld con 3 vollimew
nes de alconol etilice al 95%. Eska mezcla ae dejd a 4°¢ todm 1la -
nocha. El precipitado obtenido se disolvif en sgus destilada y se—
1 agregd nuevanente atancl al 35%. Se repitld este procedimjento~
3 veces, ¥ por {ltimc sl precipltade se sazd con acetonm anhidra ¥y
s& guardd a 4°C hasta su utilizacidén ( Flg 1 ).

TRATAMIENTO DEL CPP COM PRONASA ¥ SEYAG

Se procadid s tratamiento de desproteinizacifn de las CPP's -

" con pronasa (14) v el reactivo de Sevag {44) para la obtencién de-

los complejos polisachridos proteina desproteinizades (CPPD-histo,
CPPD=blasto, CPPD=cocc! y CPPD~paracocsl respectivamantel.

La digeztidn de los CPP"s con profasa se llavd a cabo durante
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una sarena » 317°C. Los CPP’s se trataron eh una proporcidn protelna
enzima da 19011, aa resuspendid en un gmortiquader de foafatns Q.15
M, pH T.5 con Cafll ¢.0% H, Hgfnaf}.f)B M y dos gotas de tolueno para-
avitar la contaminacidn. Se incluyd an el proceso un tontrol de ale
buninag kovina incubsda balo 1as mismss condiciones con proanasa. Ade
mas as incluyd un blanco que contenia todas los =omponentes ussdos-—
manos sl sustrato. La enzima se afadih disrismente # los austratos—
agregande cada dla la mitsd de la cantided usada el dla anterior. =
Log aminpicidos liberados dursnte la digestidn se determinaton a) -
inlcio ¥ al finel del tratamiento enzimabtics mediaice 1a prueba tde—
1a ninhidrine {Z6) unando llainm como testige. La reaccidn enzimbtl
ca fue parades por congelacibn.

METODO DE SEVAG

El reactivp de Sevag {44) esth compuesta de butangl (1 ¥} y =
cloroferma (9 Vie S5e& mezclaron partes iguaoles del rasctivo do Sevag
y de la muestrs por desproteinizar (CPPD). Se aepsrd on fris la fa-
se cloroformorbutenol de le fate acuota poC Medin de una ampolla de
dccmt.a‘c.lén. La extraccidn se cepitid de 5 8 17 veces: las fases =
scunsas recuperadas se diallzsron contra agua destilads durante 24-
heras s 4°C cambiandag el aqua 5 veces. £1 CPPD pbtenide se (ilofilie
£ v no conrsecvd o 4%,

6o IRATAMIENTO ENITIMATICO DE LOS ANTIGENOS CRUDOS ¥ cPpp’s con O ¥ -

£_ - GALACTOSTOASA

Se p;medi& seliminar los ceslducs de gqalactosa medlante un ==
tratamiento snzimhtice de los entigenas crudos y CPPD':s con las en-
zimas ol ¥ 8 -galactosidasa psra tratar de elimineac las reacciotas
cruzadas que existen entre los mtigencs de estos hongos. Se utille
raron difersntes concentrsciones de mntlgenos crudes (3.1 y 0.5 mi)
¥ CPPD's (0,65, 2 y 1.25 mg), 25 como de anzimes (2.4 U do O =ga=-
tactosidess ¥ 0.5, 1 ¥ 1.25 U de ﬁ-qalactasidasnl en lp meztla de -
resccibn enzinftica. Ln enzima ©X -galastosidase de Escherichis co—
11 (Sigma} Eue incubeda an 0.2 ml d8 requlador de fosfatos 5 md, pH
G5, 257, durants 30 minutos. £l control de 1a actividad se resli-
zb con 5 my dm prnltrofenil o, O-galactopirandside (Sigmad, con —=
una unlidad cda la snzima, la cual al hidrolizar sl susirato produce—
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un celor amarille caractecistico {31). La inzima P-qalactosidasa de
higads de Boavine tips ITT {Sigma) fua incubada en 0.2 ml de regula-
dor & fosfatos 5 mM, pH 7.3, 317°C, durante 30 minutos siguichdo —
las técnicas de Chytil [10). Distlar y Jourdian (12} y Wan & O’Brien
(55). E1 control fue 5 my de o-nitrofenil p-Dagalactopiranésids - -
{sigma} con ung unidad de 1a enzima, la cual al hidrollzar &) suse
trato produce un coler anaranjado caracteristicn, Las dos rescclo—
nes fuaran paradas con

cina 0417 M a un pH de 9.8. Las mizmas condiclones se aplicaron a—=-
Jos antigencs crudos y CPPD”s.

1 ml de regqulador de carbonato de sodipegli~

Para eliminar la enzima de los antigenos crudos y CPPD"s, astos
fumron tratsdos con el reactivo de Sevag anteriormente descrito.

. CROMATOGRAFIA EN CAII’A FIMA

Te

Despubs del tratamisnto coh 1a enzlma o€ ¥y B-galactosidasa, ~—
los antlgenos crudas y CPPD’s fuersh sometidos a una cromatografiss
an caps fine (4] para poner en evidengia 1a galactosa liverada du—
rante el tratamiento enzimbtico. 3e utllizd como solvente 3 ragula=-
dor de foxfatos pH 5, 0.1 ¥ (10 V) aceteona {50 Vi butanol (40 VI,

La cromatograria =e resifzd en cromatofolios {Merck) da 13X10

s El solvente se deld coccrar hasta 1 cm antes dal borde final de
la places La cantldad de muastra fua de 57 pl. Al final del despla-
zamiento }a placa se seczd a 809C durante 10 minutos. Al misme tleme
po se carrid un tontrol de galactosa (Img/10 m) de alcohnl iuoprch
1icots Las placas sa revalsron rocifndolas uniformemente con el re—
velador ftalate de anilina (Merck). fueqo 2e secaron en la estufa a
a5 per 20 minutaa.

METODOS THHUNOLOGICHS

Sa utilizd la tAcnica de inmunodifusidn de Guchterieny (38} ~=
con sueras hiperinmmoea de conajo anti-H.capaulmfum, antl-C.jmmitis
y mniti=-P.brasiliensis v auveros de pacientes con histeplasmosis y co
ccldioldomicosis pars denostrar la raactivided de los antiqenos cru
dos ¥ CPP’r de los cuatro hongoa, asl como para daterminar el efec~

to del tratamlento a los antigenos con las enzimas of ¥ Pegalactos}
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dasa. Se utilizd agarosa al 1% en solucidn de glicina (glicina 7.5gr
NaCl 0.9%, azids de sodipo 92.01%), sforado a 100 ml.

Sueros Hiperinmtunes de consin

Se inmunizaron seis cohejos Mueva Zelanda (2 kg) con antigeno
crudo de cada uno de los hongos estudiados {2 animales por cada —
hengo) con excepcidn de B.dermatitidis. Se utilizd 0.5 ml de antl-—
geno (3«5 mg de proteina/ml en 0.5 ml da adyuvante incompleto ca =
Fraund}s Se aplicaroh finyecricnes subcutfneas 2 veces por semana ~
durante 3 semanas cpnh intervalos da 15 d¥as. Este esquems se repi-~
ti15 varias vaces hasta la obtencidn de bandas de precipitacidn de—
mostradas por la prueba de Inmunodifusién en gal.

Inmunoalectroforesias en doble dimensidn

La inmunoelectroforesis en doble dimensidn (IEDD) fue realizs
da segfin 1a técnica descrita por Hupppert {23). Se utilizd snerop -
hiperintune da cenejo anti=H.capsulatum en esta técnica para cono—
cer al nlimero de fraccicnes que contenfan las preparaciones antiq_é_
nicas de H.capsulatum, as)] cemo !s IEDD en tandem entce H.capsula-
tum, B.decmatitidie, Ca.immitis y P.brasilfenz!s pars pofier en evi=
dencia las frecciones comunes entre astos antigenos. Debido & 13 -
cantidad de suerc hipsrinmune necesacip para la realizacidn de &s-
te mEtodo 5510 se pudo utilizar el suero anti-H.capsulatum. Experi
mantos preliminsres demastraron gue las condiclones 4ptimas para =
1on sntigenas obtenidos fuerop:solucidn amortiguaders de barbital-
Ae sodio 3.09 g/1, barbital Scide 0.542 g/1, tris=base 9.86 g/1, -
azida de sodio 0.2 g/1s & un pH de B.6. Se& utilizaron placas de vi
drio de 8 X 10 cm, cubiertaz con 22 ml de agarona al 1% en amortiqua
dor de barbital. Se 1levd a cabo una pre=slectroforesis durante 30
minutpos a 100 V. Posteriormente se hizo un pazo de 4 mn n 2 om del
borde inferier y a 2 cm del borde lateral derecho. Se colocaron 22
pl de atigeno Yy e corrid s 200 V durante 2 horas. Se cortd e1 —-
qel a 0.5 cm del pozo Y se sustituyd con 10 ml de agarosa en regqu=-
tader de barbital, con 15% de suero hiperinmune de conejo anti-H.-
capaulatum a 45°C. Se dejd gelificar y se girl la placa 90° para =
aplicar una corriente de &0 V durante 17 horas.
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1.

La IEDD en tedem se hace de la misma manera quea 1a antarior, con =
1a medificacidn de otro pozo a 7 mm del primerc con la misma canti-
dad de antigeno a comparar. La lectura da bandas se realizd 24 hoe-
ras despulis. Posteriormente se lavaron 1as placas con ciltratc de sg
dio al 5% durante 3 horas y lueqo con solusildn salina dursnte 3 dias
cambiando 1a solucidn 4 veces al dia. Las placas se secaron con pa-
pel filtro y se tifieron con neqgro amido.

ELECTROFORESIS E!l GELES DE POLTIACRILAMIDA

Los antigenos crudas fusron analizados por electroforesis en =
geles de poliacrilamida (EGPA) {30,57) para conocer el nlmero de —
fraccienes existentes en los extractos sntigénicos, asi como su pe=
sa molacular. Se utilizaron como control 7 protainas con diferente=
paso molecular {(Marck) qua variaba de 14 a 66 Kd. Sa hizo una meze
cls dea acrilamida al 308 y bis=acrilamida al 0.8%, Este qal de po——
liacrilamida se utilizé a diferentes concentraciones para el gel se
parador y el gel concentrador.

Gal rior o sepatrador sl 10%

10 ml de poliamcrilamida, 10 ml de tris-base 2M, pH B.8, 14.5 =
ml de agua,; 0.5 ml de persulfato de amenio al 10%, 0.5 ml de SDS al
10 % (dodecilisulfato de sodie) y 30 P da TEMED (N,N,M,H, Tetrame==
tilatitandiamina).

Gel suverior o concentrador al 4%

4 ml de poliacrilamida, 7.5 ml de tris=HCl 2 H, pH 6.8, 14.5

ml de agua, Q.3 ml de persulfato de smonio, D.] Ml de SBS ¥ 15 pl -
de TEMED.

La cantidad de muesira utilizada fue de 100 ug/100 u1, mds 1090
pl de chotel de eleztroforesls (303 D.2g, EDTA 0.0074g, glicerol -
1 ml, tris=HC1l 0.05 M, pH 6,8, azul de bromofenol, 5Smgl.

La electroforeasis fue llevada a cabo a 40 mA durante 7 horas.-
El amortiguader de corzimiento fue ! glicina 11.3 g y tris-baze 2.4g
aforado a un litro de agua desionizsda, pH 8.8, Una vez que el cplp
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rante se desplazd 15 om se pard 1s elactroforesis ¥ el gel fue tefi
do con azul de Coomassie sl 0.06%, metanol al 10X y dcidp scietico ~
al 10 %.
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EESULT ADE.;:

El rendimiento de los antigenos obteﬁidos fue relativamente ba-
Jo. De los antigencs crudos se obtuvo aproximadementa de 5 a 10% en
relacidn al filtradp de cultive total, mientras que con el procedimi
ente para separar los CPPD’s sdlo se recupero de 0.4 al 1% de antigg
no purificado en ralacidn al antigeno crudo. Por otre lade, s pesar—
de los tratamientos snacgicos de desproteinlzacldn con pronasa y Se-
vag, los CPPD”s siguen conteniendo proteinas en cantidades varia- —
bles { tabla 1 ), Pravio & la utilizecién de los antigencs en dife—
rentas tratamientos y pruebas analiticas, la roactividad de los mis-
mos fua comparada por inminodifusidn en gel con sueres hiperinminese—
da conelo para H.copsulatum { Fig 2 ), C.immitis ( Fig 3 )} y P.bhrast
liensis { Fig 4 ). En 1los pozos del lado izquierdo de las figuras 2,
3 ¥ 4 na observan las bandns de precipitacidn entre cada antlgenc ~-
crudg y purificado cen su respective sntlsuero homblogo. Entra las -
fracciones antigénicas y los suerss hiperinmunas de conejo no se ob-
servaron resccliones cruzadas como puede gbservarse en los pozos deal-

lado derecho an las mismas figuras ( 2, 3 vy 4 ). Al repetir esta =Tt
aba con suero de paclente con histoplasmesis { Flg 5 ), las reasccio-
nes cruzadas entre los diversos antigenos, tanto crudos como purlfi-
cadoa ( CPPDs } se pusieran de manifiests ya que se pueden pbsarvar
1inenas de precipitacidn con todos los antigenos probades & excepcidn
del CPPD=blasto. Al utilizaz sl suero de un paclente con coccldioldsg
micosis ( Fig 6 } se observaron bandas con su antlgeno homdlogo (co-
ccidioldina) ast como reacclones cruzadas ¢on histoplasmina, blasto-
micina y paracoccldicidina.

Debido a que no se encontraron reacciones cruzadas al utilizar-
los suaros de conelos hiperinmunesa (_Figs 2, 3y 4 ), fue necesario-
utilizar los sueros de pacientes con histoplasmosisycoccldicidomicg
cis, para confrontarlos en inmunodifusidn con los antigenos tratades
enzimabicamente ¥y var la pasible eiiminacion de las rescclones cruza
das. La cantidad da antigeno crudp gue fue spmetido al tratamlento -
enzimatico fae 0.1 ml de cada uno de ellos, gue contenian las siguien
tes eantidades de carbohidrastos totales por ml @ histoplasmina — -
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4500 pg, blaztomicine 63990 pg, coccidioidina 6350 ;9 ¥ paracoccidiol-
dina A000 pg. La cantidad de CPPD ut{lizada fue 5 mg/ml de cada uno -
de los antlgenos que contenisn las siguisntes cantidades de cachohi—
drataos totalas : CPPO=histo 1159 ug, CPPD=hlarto 1972 ugq, CPPP=conct
1821 pg y CBPDeparacecs{ 1350 jig. La enzima O —qslactosidasa fue —
utlizada a 2.4 U para cade preperescion antigenica. La snzims Begalac
tosidasa para 2.1 nl 4e antiqeno crude fue 1 y 1.5 U ¥y pera 1.25 mg—
de CPPD fue 2.5 y 1 U. La cantidad de protelnas gue contenfan estos-
antigenas, estin descritos en la tabla 1. El tratamiento gon O «ga=-
lactesidasa tanto para los antigenss crudes ( Fig 7 ) como para los-
"cPPD’g ( Fig ) frenta a zuaerc humsno histoplasrosn, no elimind las
reacclones cruzadas observadas antes del tratamiento encimatico ya -
que se puede chservar en estas figuras las llneas de precipitacidn ~
no sdlo entre 1a histoplasmina y el suero histoplasmoso sine también
entre la coccidioidina, paracoccidipidins y blastomicina con 2l mis-
wa suero { Fig 7 )t asl tambifn entre los CPPD"s de coccl, paracoccl
y hlasto con el suero histoplasmeso { Flg 9 ). Al cealizar la croms-
toqrafis e capa fina de estos ontfgenos tratados con © -galactost-
dasa mn lax condicicnes descritas snteriecrmente no se pude observar=
i1iberacion da aalactosa. El tratamiento de los antfaenas crudos y ==
CPPD g con Begalactesidasa tampoto elimind iax reacciones cruzadas —
frente al svero histoplasmosps. En la figura 9 se pueden observer las
1ineas de precipitacién comunes entre la histoplasminm, corcidioidi-
na, paracoccifdioldina y blastomicina frente &l szuerp histoplesmosoi-
en la figqurs 19 re pueda cbservar a ewcepcion del CPPO-blastc, exis-
te cruce con los CPED’s de histo, cocel y paracocei. Las reectiomes-
cruzadas entre los antigenos crudes y CPPD's frente al suera de pa=-
clente coct::ld!oidomlr:oso tompoco fuaron ealiminsdas con ambos trata——
mientos ensimiticos. los resultados siempre fueran los mismaos afin al
utilizar les diferentes concentracicnas de enzima y antiqenos. La =
cromatoqrafis en caps fine de los antigenos de Hiocapsulatum, B.derms
Eftidie, S.gmmitis y Pabrasiliensis. después de 1a aplicaciln de ia-
Pgalactoxidau reveld l1s Ptese"{.ﬁiu de galactopsa, eliminada por ests
anzims. Estos rasultados suglerdn que existen residuos de galactosa=:
presentas ®n los antigenes. unidos por enlaces P ¥ 1s prueba de inmu
nedifusifn en gel mues.tra que estos residuos no son una francison im=

portante como elementco de cruce.

- 1B -



Pars cbservar los diferentas corponentass antigénicos presentas =
en las preparacicnes estudiadas se procedid a la inmunoelectroforesis
en doble dimensidn (IEDD) . Para obtener la mejor resolucién de bandas
en asta tacnica, se ensayaron difecentas concentraciones de suars hi-
parinmine en la agarosa, gue variaron del 5§ 2] 20%. El1 melor resulta-
do se obtuvo con el 15%, el cual fue utilizado en las pruebas poste—
riores. Para el analisia de la TEDD se tomaron en cuenta solamence =
lax 1ineas de precipitacidn bien delimitadas. Los resultados con hise
toplasmina frente al suero hiparinmuna do ~ohejo antieH.capsulatym =
{ Fig 11 }, mostraron 14 bandas de precipitacidn bien definiias, nume
radas del 1 al 14. La confrontacidn entre el antigeno crudo de H.gmp~
gulatum y el CPPD histo en tandem ( Fig 12 ) mostrd que la mayor{a de
las bandas expresas en la hiastoplamina con excepcidn de 1a 11 y 14 -~
tambidn se encentraroh &n el CPPD-histo, siendo que la banda 1 se pre
sentd mas nftida en Aanta que en la histoplasmina. Al comparar 1a his-
toplasmina con la blastomicina { Fig 11 ) se encontrd gue las bandas-
2:51647411,12 ¥ 13 noh corunes para los 2 antigencs, sin embargo, se--
obsarvd una m ayor definicidn de 1as bandas compartidas al utilizar el
antigenn purificade CPPD-blasto apareciendo con este antfigeno 1a ban-
da 9 { Fig 14 }. Cusndo se compard la histoplasmina con la paracocci-
dioldina ( Ffqg 15 ) se observaron las bandas 2,8,10,11 y 14 de la his
topiaamf.na, a3l como otras bien definidas ne numeradas en la histoplas
mina, indicando otras fracclones comunes entre estos antigenas. Al -=
comparar el antigene CPPD-paracecci [ Fig 16 )} con 1a histeplasmina -
se matifestd una variacién en las bandas compartidas, ya gque se desa=
parece la 14 ¥y ze manifiesta la B. A) -~omparar la histoplasmina con =
18 2eccidioidina { Fig 17 ) sa identificaron muchos de lo3z componen——
tms gomunes dae loa otros antigehos crudos y ademas un gran nimero de-
bandas que no se apreciaron =n las preparaclones en tandem con loo an
tigenos crudos mnterleraz, los cualas desaparecieron al utilizar el -
CPPD~=pces ( Fig 18 }, sin embarge, la comparacisn en tandam con CFPD-
cocel define uh mayor niimero de bandas, apareciendeo 1s 9,10,12 ¥ 13 -
que no se observaron con la coccidioldina { Fig 18 ).

Los raesultados de los geles de poliacrilamida de las antigenos -
crudos { Fig 19 ) mostraron que la histoplasmina presentd 11 bandas,=
unas mAs tePidas que otras: 1 de ellas coh peso rolecular de 66 Kd, 2
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con BM entre 45 y 56 Kd, 2 entre 36 y 45, 2 entre 29 y 36 Kd, 1 de 29,
1 entre 24 ¥y 29 Kd, 1 sntre 20 y 24 Kd y 1 entre 14 ¥ 20 Kd. La blasto
micina present® A4 bandaail entre 45 y 66 Kd, 1 de casi 45 Kd, 1 entre—
29 y 36 y 1 entre 74 y 29 Kd. La caccidioidina presentd 6 bandest 1 de
36 Kd, 1 entre 19 v 36 Xd, 1 de 29, 1 entre 24 y 29, 1 entre 20 ¢ 24 y
1 entre 14 y 20 Kd. La parscoccidioidins, presentd & bandas: 2 entre =
16 y 45 Kd, t entre 29 y )6, 1 de 29 Kd, 1 entre 24 ¥ 29 y 1 de 24 Kd.



DISCUSION ¥ CONCLUSIONES

El estudio de la caracterizacidn de antigencs de hengos patdgenss
es de fundamental importancia ya que astos son de utllidad pars el - =
diagndstice y prondstico de micesis profundas. In ocasiones, la alta -
frecusncia de reacciones cruzadas entre diferentes especles fingicas -
ha limitade su utiltidad diagnostica.

Se conoCen mntlgenos espesifices h ¥ m para Hegapsulatum (22), &
para B.dernmatitidis (18), F y HL para C.immitia {33} v E v gp 43 para
D.brastliontis (59,39}, 3in embarge., la preparascidn de estos es labo-
tilo3a ¥ sofisticada, obteniéndose zantidades minimas, lo que resulta-
imprictlco para su mmplao en los laboratorios de rutina de serodiag——
néstico de hongos. Ademhs la especificidad de astos antigenos as afn-
cuestichnable ya que Restrepo Y Moncads (49) demostraron que el antige
no m descrito come especifico paras H.cnpruia tun precenta cruce en la-
técnica de inrunodifusién en gel con el antigeno 3 de P.brasiliensis.

Azuma ef al. {2) al aislar galactomananas cowmunes entre H.capsu-
Latum, Bsdecmatitidis ¥y P,brasiliensis, sudirieron que estas molécu——

las son las responsables del cruce Inmune entre ellos. Ishlzaxl et al.
(25) lograron Iinhibir las reacciones cruzadas entre Sporothrix achens
ckii con gélulas de C.werneckli ¥ D=galactosa, mostrando que las reai
dups D=galactosil son loz responsables de las reacclones cruzadas.Sin
enbargo, en S.schenckii los determinantes de galaztoza son componon—-—
tes menores, aparecen tardiamente durante su desarrollo en medio de -
cultivo Y su papel en el cruce i{nmune nao es importanta, en cambio, mw=
laos rarhomananas soh las moléculas especlficas de este hongo (50).

Por otro lado, Hendonrsa Previato g% 2l. (37) aislaron galactomana
nas con cadenas laterasles B-galactofuranosll de filtrados de cultive-
de S.schenckit y jugirieron que las reacclones cruzadas eritre los an~

tigenos £finglcos son debidas a unidades P-galactofuranasil no reductg
ras.

En un astudio previo sobre la caracterizaclén del CPPD=histo se -
moskrd que este antigeno plerde su reactividad inmunolbgica por trata



miento con Jf5-~-qlur:¢:mi.-:hua ¥ no se modifica por tratamiento con oL ~glu
casidasa (4T). En el presente trabajo se confirma que en los comple—
Jou pollsmchrides protelnas de _I_I_.caEsu‘latum esthn presentes los enla-
ces B ¥ que adamin este eniace tamhiln se presenta ep los mtlgenos -
crudos y CPPD”'s de B.dermatitidis, C.immitis y P.brasiliensis. Por —
otro ilado, 1a actividad de 1nm P:—qalnctosidasa sobre estos antlgenos -
identifica 1s presencis de residuos terminales no reductores, ya que—
astn enzima pctlia sobre enlaces B de residues no reductores de galace
tosa (12). Sin ambarqo, neo se encontrd que este componente fuers el -
responssble de las reacciones cruzadas, ya gue astas no se eliminaron
con el tratsmiento enzimbtice. Teniendo en ~uenta qua los trabajes an
teriormenta citados sobre reactivided cruzada fueron realizados utili
sando suerps hiperinmunes de conejo y que en el presente estudio no =
Se eficartraron cruces Tofl los sueros de origen animsl, en contraste -
con los cueros de pacleéented, se sugiere que 1la respuesta inmune del =
pacienta no involucra a lps reslduos no reductores de galectosa, como
~elementos importantes en 1las resccionaes de cruce. La eliminacidn de -
estas moléculas no condujo 2 la desaparicidn de las res-ciones cruzae
das sugiriendo que las anzimas utilizadac no sctuaron ~abre otras ce-
siduor e galactosa {es).reductores) gue pudieran ser responsables de
agte “ruce.

Tomando em cuenta lsa alta respliuclén de la técznicas de IEDD, asi-
como 1a utilizacigon en diferentes hongos pathaenos (7,23,34 y 46) se~
planted su svplen para determinar la multipllicidad entigénica presen
te tanto en los antligenos crudos como CPPD"s. Debido a que en esta Me
todoiogla se utiliza gran cantidad de suero, sBlo se usd un suerp hi-
perinmuna anti-H.caprulatum y por le tanto 2l confrontar las diferens
tes preparaciones antigénicas de los otros hongos, se pusleron de maw
nifiesto bandas de precipitacién comunes entre 1os hohgos astudiados=
causantes de micosis profundas. Este mé&todo mostrd multiples bandas -
da precipitacidn comunes entre H.capaulatum, B.dermatitidis, C.impie
tie y P.brasiliensis, lo gue concuerda coht el trabajo de Huppert (24)
donde encuentra 10 bandas de precipltacifo compartidas entre H.capsu-
latum y C.immitis v 12 antrs B.dgrmatitjals y C.jmmitin. Se pudo obw-
servar tsnbibn que los. sntigenos purificados (CPPD’s) de los cuatro -

hongos mostraron una mejor definicidn de bandas de precipitscién comu
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nes. Por (il1timo 2¢ abservd qua las bandaa 1,3 y 4 gue aparecen on 1a ~
histoplasmina, mds concentradas wn el CPRPD=histo y no en los damis an—
tigenos, podrien correspemder a las antigenscs espacificps de H.gapsula
tum, Exta téecnica demuestra una smplia gama antigdnica presente en las
preparacionas que pona en avidancia ol cruce inmune entre B.dermatiti-

dis, Peprasilientis, C, immitis & H.capsulatum ya gque solamente se utl
1125 susro hiperinmune de H.capaulstum.

Por otro iado, el anilisis electroforatico da fracclones mthan_i;
cas flngicas ha sido amplismente utilizado, sin embargo, sl niimers de-
batidas prasentes exth sstrechsmente relaclonade con los rovelsdoras —
utilizadoy. Al revelar con binclones pars protelnas como szul de Cooma,
asie se ponen en evidencia un menor niimaro de fracclones an heangos ya-
que #s3tos presentan un mayol porcentalsa de cacbahidratos. £E1 trakale -
de Young y Larsh {51) 3obra el antigenc A da S.dacmatitidix mostrd 5 =
banduas en elschiroforesis en gel de accilamida sl tadlir coh nzul de Cog
mausis, ¥ 20 bandas al utilizar la tincidn de plata para carbohidratos.

f.a té&cnica EGPA de les antigencs crudos utilizados mostraragn 11 =
fracciones gara H.capsulatum, 4 para B.decmatitidis, 6 para C.immitis-
y 6 para P.btarilisnsis lo que as aproxima s los resultadeos de Kashkin
at al. (27} quisnes encuentran en filtrados de cultive con esta misma-

técnica B fracciones pars la histoplsamina, 6 pacs la blastomicina y 6
para la paracoccidioidina.

En trabajos previps, Torisllo et al (43} realizaron una EGPA de -
los CPPD"s donde en cuntraste con los antigencs crudeos se encontracen—
solamente 2 bandas an el {PPD=hilzto, 2 en el CPPU-blasto y 1 en &l - =
CPPDecorci. Estos hallazgos aparsntements cobhtraatan con las multiples
bandss de prea-ipltasciin encentrados en 1a IEDD para estos miszmos antl-
qenoes. 5in embargo en la EGPA lo que se pone de manifiesto a5 e} nlmew
ro da frecclomes que conticne ol sntigeno purificade (CPPD} que pudiers
reprenantsar tres tomponentes Ilndependientes o bien corponentes da una-
misma moldcula que pudiersn haberse separads por los diverios pesos —
del proceno da purificacidn. Par otro lads, en 1la IEOD no sblo se iden
tifica 1la presencia de diferentes fracciones antigenicas sino tambifm—
una gran gama de determinontes antigénicos predentes en una sols Moyl
cula de sntigans, que darfen reackividad frenta a una poblaci{én heterg
nfnen de snticuerpos que se neneran frepte a una inmupizmecifn con un -
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antigeno complejo como es 1a histoplasmina.

Al incluir marcadores de pase molacular en la EGPA, se encontraren
fracciones entre 24 y 25 K para P.brasillensic. Es interesante notar=

que al antlgenc especlfico gp 43 de P.brasiliennis descrito por Puccia
st al. (39),que precipita con suerc hiperinmine anti=t tiene un peso =
molecular de 43 Kd. Anderson gt sl. {1) en su trabajo sobre C.immitis—-
encuentra fracclones resctivas conteniendo carbohidratos vy proteinag =
col pasos moleculares entre 10 y 60 Kd siendo que en este trabajlo se -
encontraron en la coccidioidinas 6 fracciones entre 14 y 36 Kd gque caen
dentro del ranga de pesos moleculares encontrados por Aderson. Brade—
ley et ale (6) identificaron por medio de sephadex G=290, en el filira
do dela fase micellal de H.capsulatum l(histoplasminal,ademas de compo—
nentes de alto peso molecular, los antigenos h de 30 Kd ¥ m de 24 Kd.-
En el presents estudio la histoplasmina mostrd 3 fracciones con pesos—
molecularas entre 24 y 29 Kd.

Los datos anteriormente descritos sugileren la prasencia de milti-
Ples fracciones antidenicas o bien una arplia gama de determinanten an
tigénicos en 1ss preparaciones crudas y purificadas de estos hongeos. -
Esto explica la abundancia de reaccipnes cruzadss entre ellos que ime~
Plice 1a necesldad de un método que logqre #l aiclamiento del antigenc-
aspecifico en suficlente cantidad, o bien téacnicas que blogueen los de
terminantas da cructe. Esto se ha comanzado a realizar mediante la utl=
lizaciin de anticuerpos monocloniales (42). :

Es un hecho ampliamente cohecido que la fraccibn proteica de los—
ant!.genos ffingicos 3 la responsable de las reaccicnes de hipersensibi
lidad terdia, mientras que la fraccidn polisachrida es de importancia-
pars las reacciones inmunes humorales. Los antigencs agqu!l estudiades =
prasentan un alto porcentaje de carbohidratos lo qua loz hace {itiles =
para las rascciones de precipitacifn. sSin ewbarge, tambifn presantan =
una fraceidn proteica gue los hace reactives en las pruebas de intra—
dermorreaccifn. Becerril et al. (3) mostraron en una poblaciln de pa--
cientes con enfarmedades respiratorias,utilizando los mt!genns crudos
y CPED"s que los primeros prenenteron una mayor reactividad que tos an
tlgenos purificados (CPPD’s) en pruebas de menos sensibiiidad como la=
inminodifusiSn en gel y 1la contrainmuncelectroforesis. 5in embargo, =—
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los CPPD’s fuaeron Gtfles en pruebas de mayor sensibilidad como 1la ELT-
SA. A pesar de que los CPPD’s prasentarcn menor reactividad que los ar
tigenos crudos en las pruebas do precipitacidn estos son quizds mas —
Gtiles porqua exhiben un menor grade de reactividad cruzada. Las anti-
genos ccudos por reacclonar en pruebas de facil manelo vy rEpida detec=
eidn son los ideales para estudios de precipitacifn en general y epids
migldglcos, mientras que los purificados son (tiles para pruebas de =
diaqnﬁlttcp Y pronéstico ¥a que ha sido demostrado z2u menor grado de =~
cruce &n estas pruebas (47,48).

o hay que perder de vista la importencia que reviste la obtencidn
de un buen sntigenc. Haste la facha, no exista uniformidad en cuanto =
.a las condicicones en las que se realizan estos estudios: las cepas y —
medios de cultive utilizados, morfolagfa del hongo, tipo da antigeno =
{de filtrado de cultivo o somhtico) y metodologia de obtencifn y por -
1o tanto as diffcil la comparncidn de los resultados entre diferentes-
laboratorins. 5in embargo, la axperiencia adquirida durante el presen~
te trabajo muastra qua e! mejor antigeno proviene de cepas autbctonas—
aisladas de paclentes con micesis: el medio de cultivo de donde se obe
tiene debes ser sintatico o semi=sintatice psra gque las substancias de=
alto peso molecular del medio no intecvengan en la actividad blolagica

- del antigeno especifico en un huéspad susceptible; la fane micelial -
del hongo es la mis recomandable para producir antlgeno por ser mhs fa
cilmente manipulable y producir buenos resultadas, ademds de que prody
ce resultados afmilares al antigeno que proviene de la fase levaduri-——
forme. Por filtime la utilizacidn da unas metedologla sencilla paca la -
produccidn de antiqenps & partir de filtrados de cultivo que implica -
bajo costo y bucn rendimiento, hace que las preparaciones antigenicas~
as! elaboradas, puedan sar ampliamente difundidos entre los laborato=w
rios que realizan el sarodiagnéstico de ruktina en las infecciones por=
hotigqose
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Crude {histeplasmin, blastomy=in, coscidioldin and paracoccidiol-
din) and purified {Deproteinized polysaccharide-protein complex DPPC)-
nntii;qns from Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, .Cocci—
diafides Immitis and Parssec~idisides brasiliensis, stlological agents
of systemlc mycoses, Were used in a comparative immunolegical study. ﬁ£
ffarent authors point out galactomannans as responanible for cross-:‘eag_
tions arong fungi. Therefore, both czude and purified antidens from —
thasa. four fungi, were trasted with e {25%C, pH 6.5, 32 mim) mdﬂ {37°
c, pH 7.3, 30 mim) galactosidase in order to eliminate Sross-—resctions.
Release of galactose was chezked by thin layer chromatography using ==
their specific substrate as control. Antigens were sasaved by Ouchter-
lony's imrunhodiffusion tast using histoplasmosis humen sera befors and
~after enzymatic trestment. In order tg cbserva the different antigens—
reactivity and crosseresctiens present in both crude and purified anti
genic preparatisns, a hidimensicnal immunoelectrophoresis test with ra
bbit hiperinmmne anti-H.cspsulatum serum was performed as well as 3 w-
tandem comparison among them. Enzimatlic treatment suggasted that crude
and purified antigens present B linked galactose and that galactosyl -
rasidues elimination did not medofy cross-reosctions when human sern —
was used. Bldimensional immuncelecktrophoresis showed 13 precipitationw

bands for histpplasmin where bands 1,3 and 4 are speciflc appearad mo=
rea concentrated in fts corresponding DPPFC. Tandam comparison batween -
histoplasmin and the other antigens studied, showed a qrest diversitya
of common antigenic Adeterminants.
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TABLA 1

PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS TOTALES OE (05 ANTIGENDS CRUDOS Y PURIFICADS

“(CPPO's)
ANTTGENOS PROTEINAS CARBOH [DRATOS
ug/mi ug/mi
RUDOS
BISTOPLASMINA - 3662 4500
BLASTOMICIKA 2329 6548
COCCIDTOIOINA 4080 6500
PARACOCCIDTOIDINA 375G 8000
PURLFLCADS
CPPD-hista 205 1159
cPPD-blaste 255 1352
CPPD-cocet 134.7 ' 1621

CPPD-paracocei 856.2 1550




FORMA MICELIAR

3-6 MESES

26°C
TiMerosaL 1/5000, 1 semana
FILTRACION
* CONCENTRACIAM

HisTorPLAasMINA, BLasTOMICINA, COCCIDIOIDINA, PARACOCCIDIOIDINA,

EXTRACCIGN CON FENOL

56°C - 1 nr
FASE ACUOSA FaSE FedoL1CA
DESCARTAR
DIALISIS
Y
CONCENTRACION
PRECIPITACION

CON ALCOHOL

v

cPP

PRONASA 1% - 5 ptas - 37°%C
Vv sevAas (cLororFoRrMo-suTANOL) 10X

CoMPLEJO POLISACARIDO-PROTE{NA DESPROTEINIZADO (CPP-D)
CPPD-HIsta, CPPD-Birasto, CPPD-cocct. UPPD-paractcct.

FIG, 1. ESQUEMA DE AISLAMIEMTO DEL COMPLESO POLISACARIDO PROTEINA
DESPRDTEINIZADO' 1CPP-D)



Flg.2 ID en gel de stters %“Wiperfinmuna de conelo antl H.ipavsizlatur (3) zon
los siguientes antigenos i 1.CPPO~hiszte, 2.hiitoplasmina, 1. ZPED-
blaeto, 4. blastomlicina, 5..PPDwparacozci, 5. paraceocsidiolidinag.

Fig.) ID ¢n gel de suero hiperinmune de conslo antd C.tmmitis fc) con los
ajguientes entldenes t 1. CPPD-roccl, 2.cogcidioidina, 3. CPPO-paca
rot=4, 4. parscocnidiopidina, 5. CPPO-blaste, H. hlastomicina.



Tig 4 ID en gel de suero hiperinmune de coﬁujo antl- Pusbrasillensis -

{c) con los sigulentes antigenas ¢ 1. CPPD-paracoced, 2. pasrazp
ccldioidian, 3. CPPD=histo, 4. histoplasmina, 5. CPFED-hlasto, -
6+ blastomicina.



Fig 5 ID en gal de suero de paciente con histoplasmosls (R} von ‘on —
stjulentes antigenos : 1. histoplasmina, 2. CPPD-his+o, 3. blag
tomizina, 4. CPPD-blasto. 5. parazoccidioldina, 5. CPPD-pazazo-
cel, 7. coceidicidina, 8. JPPD~cocedl

Pig & IP en gel de suero de paciente con coccldioidomicasis (h) con les
siguientes antigencs t 1. histoplasmina, 2. coccidiotdina, 3. pa-
roacoccidioldine,. 4. biastomicina.



Fig 7 ID en gel de suerc Jde paclente con histoplasmasis {(h) con loz si-
gulentes entigenas crudes tratades con O<=galactosidasa ! 1. his-

toplasmina, 2. coccldioldina, 3. paracoccidioldina, 4, blastomici
na

Fhpmei s l‘_wgrf}‘& X
Er sy, o

Fig B ID on gel de suerc de paciente con histoplasmosis (h} con los si-
julentes antigenos purificados tratados conoG-galactosidasa : ==
1. CPPD-histo, 2. CPTO=-coccl, 3.CPPDwparncoccl, 4. CPPD-blasto



Fig 9 ID en gel de suero d4r paclente con histoplasrmosls 'h) <on Io; 31—
gulentes antijencs crudes “ratados con A=qalactosidazs ¢ 1. hisvo-—

plasmina, 2« cpceldiolalna, 2. parazorzldieoidina, 4. Hisszenizina

g_Gé!é_c_; tosidasa;

T

.

L L

Fig 10 IP en jel de suore de paciente con hlstoplasrosis (h) con los si-
guientes an-lgenes purificadas tratados con PA-qgalaztoslidasa ¢ CPPD-
histo, 2. CPPD-cosciy 1. CPPD-pararoscl, 4. CPPD-blasto



Flg.12 IECD e&n tandem de la histoplag.

fig.11 IEDD de la histoplasmina con
mina (4) y CPPD=histo (C~H}

sdero de conejo hiperinmuni-
zado con antigenc de H.capiu

1atum (H}
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Fig.13 TIEOD en tandem de 1a histoeplas Fig.14 IEDD en tandem de 1a histoplax
mina {H) ¥ blastomicina (B} mina (H) y CPPO-blasto (C-B)



PR e

o

Fig.15 IEDI en tandem de la hlstoplag Fi5.16 TEOD ean tandan de 1a hiatoplsg
) mina (H) y paracescidisiding - niva (H] ¥ TPPDwparasocci {(T-F)
el



Fig.17 IELD en tandem de 1o hiatoplas Fig.18 IEDD en tandem de la histoplaa
mina {H} y coccidieldina (C) minag (H) y CPPD=cocel [(CaC)
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Fig 19 Electroforesis en geles de peliscrilamida

H)} histppiasa'ma, b)Y blastorlaina. C) cpecidipidina. P} paracpocidioldina

AB) albumina bovina, AH) albumina de huevo, G=3 FDH) gliceraldehido~3 fosfate
deshldrpgenasa, AC) anhldinsa carbbnica, T) tripsindaeno, IT)} inhibider del -

tripsindgeno. O4-LA) alfa-lactoalbuming, Kd) kilodsltens
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