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RESUMEN 

Se realizó un estudio comparativo inmunolÓqico de ant!qenos cru~ 

dos (histoplasmina, blastomicina, coccidioidina y paracoccidioidtna) y 

purificados (complejo polisacarido prota!na desprote1n1zado CPPD) de -

Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermet!tidis. Coecldioide~ ~­

Si!, y Parae09ctd!oides bra~iliensis respectivamente, agentes et1olbtJ1-

cos de micosis profundas en el hombre. Diversos autores atribuyen las­

reacciones cruzadas, en antlqenos de hanqos, a las qalactomananas. Por 

lo tanto, los antlgenos crudos y CPPD's de estos cuatro hongos fueron­

tratados con OC. <2s 0c, pH6.5, JO minl y ~ (J7°c, pH 7.J, JO min) qa­

lactos!dasa para eliminar las reacciones cruzadas. La 11beraci6n de -

galactosa se determinó por medio le cromstoqref!e en capa fina utili­

zando los sustratos especlficos como control. Los ant!genos se proba-­

ron en inmunodifusión en gel con suero de paciente histoplasmoso antes 

y despu¡s de1 tratamiento enzim,tico. Pare observar la reactivi~ad de­

los ant!genos y cruces inmunes en los ant!qenos crudos y purificados -

de los cuatro hongos, se reeli:6 una in111t1noelectroforesis en dos diml?!!, 

sionas con suero hiper!nr.rune de conejo anti-~.cspsuletum, adem's de ~ 

una coinparacil;n en tandem entre ellos. El tratamiento enzim~tico con -

O( y B galactosidasa sugiere que los antlgenos crudos y purificados -

contienen galactosa unida mediante S'\laces fS y que la frece!~ gslacta 

sil libe~ada por la 8 ']alactosidasa no modificó los cruces inmune:i en­

estos anf1genos al utilizar suero humano. La inmunoelectroforesis en -

doble dimensilm mostró 14 bandas de precipitaci~ para la histoplasmi­

na, siendo les nGmaro:i 1,3 y 4 las especificas de éste ant{geno, que 

aparecen más concentradas en el CPPO correspondiente. El an&lisis en 

tandem de la histoplasmine con los otros ant!genos estudiados mostró 

una gran divarsidad de determinantes ant1qm-itcos comunes. 

- 1 -



mTRODUct::roN y AtlTECEDErtTES 

Los honqos de las micosis profundas se caracterizan por producir 

un cuadro primario pulmonar a partir del cual pueden diseminarse a dl 

ferentes tejidos del cuerpo, produciendo lesiones qranulometosas (BI. 

Los agentes etiolf,gtcos que causen estas micosis son : H!~toclasma ~ 

cap~ulatum 1 ~ dermnt1tfd1q, Cgscidfgidcs ~ y ~ 

ccidjg1d•s brn•IJ1cn;d:¡. Estos hongos viven en la naturale:a, en el -

suelo o en material or;~i=o y debido a sus requerimientos espec1fi~ 

cos ast-Vi limftados a ciertas regiones geogr~ficas. En ~stas las per­

sonas adquieren la Infección a través de las v1aa respiratorias. La -

~ayor1a solo desarrolla sl.ntomas menores o ninguno y =uando se dcsa~ 

rrolla la enfermedad, é:rtn puede ser leve, qrave o mortal. En la nat~­

rale~a, estos honqos crecen en el suelo como sapr~fitos, produciendo­

micelio y co:i.idias. Cu.ando e:itas estructuras son il'lhaladas por el hO!!!, 

bre u otros animala1, los organisl!las sen capaces de adaptarse y ere~ 

cer, ocurriando cambios drásticos en su metabolisll!O, en su pared ccl~ 

lar, contenido, •structura, sistema enzimático y en sus procesos de 

r•producción, sufriendo une tra..,sformación a otra forma irorf'oltJgica : 

le fa11e levadurifor1119. ( 43 1. 

Una de •11tes enfermedad•s es la hiatoplesmos1s producida por Hi~ 

topla1ma c"p1ul,t:up.. E•te hongo ti.,e la caractertstica de se: un pa­

C'isito il'ltracelular preferencial del sistel!la fegoc!tico lllOl10f1Uclear,­

dcnde se encuantra en forma de levaduras ovoides de 2 e 4 p de diáme­

tro. En su fa1e d• v:lda libr• micel!al. se encuentra en forma de ma­

cC'oconldias •quil'luledes y mic:roconidias, en un habitat muy particul~r, 

caract•rt:.add por un alto contenido de nitr&geno y fti11foro,como el -

suelo r.ieaclado con quano de muerci&lego, elCcretac de aves, ate., que­

•• ecumtran ., cuevas inexploradas, tninas abandonadas, grmeros y -

silos C4JJ. La hl•toples11as!s· es la 111lco'sis siat,mica más importante-­

en. el l!llmdo, le de i:iayor traacendmcla .n el continsi.te americano y -

en particular en Mi~lco. La htstoplasmosis pulmonar primaria, consti­

tuye un serio problema de salud pGblica en Méic:ico, tanto por la elev!l 

da frecuencia de los b~oteG epidémicos como por la gravedad d•l cua-­

dro cl!ntco (51),. Esta micosis puede ser considerada COlllO ocupac!Oflel 
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ya que afecta principalmente a trabajadores, co~o los mineros, que 

·.se exponen al agente etiol~ico al penetrar en Viejas minan. Al ser 

adquirida la infecclfui en recintos cerrados donde se for111an aerosole:s 

de esporas, se incrementa la gravedad del cuadro clln1co, lo que d­

term1na una elevada morbilidad, haciendo de la histoplas~osis pulmo-­

nar primaria en H&xico una de las de mayor tasa de letalidad en el -

mundo (52). Esta micos!• no es considerada una enformednd rara en H~ 

xico, ya qUe al poseor la República n~s de 2000 minas sin explotar, -

un qran número de bocaminas tnd1qenas y miles de cavernas de todos t!., 

manos, asegura una alta morbilidad entre los Lndividuos que frecuen­

tan este tipo de re~intos; geólogos, recolectores de guano, qambusi~ 

nos, antropÓloqos, excursionistas, espeleólogos, etc., (53). Aunque -

se tienen datos de la existen~la de brote~ epid~micos en todos los e~ 

tados del pe1s, los que presS"ttan mayor frecuencia son aquellos que -

pose.n mayor nG!llt!ro de cavernas y mines abandonadas. i Guerrero, Hi­

choac"1, Querétaro, Jalisco, Ouanajueto, Hidalqo, San Luis Potas{, M~ 

relos, Temaulipaa, Chiapas y Pen1nsula de Yucatán ( 15, 161. 

Otra de la• enfermedades producidas por estos hongos es la blas­

tomicosls nortea1119ricana, cuyo agente etiolÓgico es Bl~r.tg!!!)'cgs rl~rma 

~· Las alauriosporas ovoides de 2 o 10 ~ de diámetro encontra­

das en la fase micelial de este hongo son los elementos infectantes -

quo al penetrar el huésped se transforman en levaduras de 8 a 15 p de 

di,metro con un caracter1at1co septo ancho de gemaci6n 5imple. El ha­

bitat preciso de este orqanismo es desconocido a pesar de que Denton­

y Disalvo (\t) lo aislaron de una muestra de suelo cerca de Augusta -

Georgia, EE:.uu. Sin embargo, bajo las mismas condiciones y en el mis­

mo luqar no se ha podido aislar nuevamente, En m'xico esta infecci6n­
es bastante rara, con un s~lo caso descrito en la literatura (36), 

atendo sin embargo, bastante frecuente en el vecino pa1s del ncrte 

La coccidioidomicosis, tiene corro agente etiolÓgico a Coecidl.oi­

~ ~. cuya fase micelia1 tnfectante es a base de ertroconidias, 

y est' asociado a un ambiente saoi~ido. Al penetrar por las v1es re1 

piratorias del hu~sped, ~e trrinsfor~• .i esf,rulas que 31 madurar se­

llenan de endosporas. Estas c~lulas puedll!f'I lleqar a tener de,40 a 80 
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µ de diánietro. f;s probablemente el más virulento de los honqos pat.ó­

genos para el hombre { 43 l. Se aisla con frecuencia del suelo con -

material orqánico carbonizado y alta concentración de sales, partic!:!_ 

larmente sulfato de calcio Y boratos. Las áreas endémicas de esto e~ 

fermedad incluyen el suroeste de los Estados Unidos ( Valle de San 

Joaqu!.n ) Y m~s de la mitad del territorio mexicano repartido en 

tres zonas áridas : la :ona I, comprende los estados que limitan con 

los Estados Unidos, 1~ =ona :c:t, comprende los estados de la comarca­

lagunera : San Luis Potos1, Zacatecas y Guanaju11to, y la =ona = -­
comprende los astados de Sinaloa, Jlayarit y Colim11 y dos nicroáreas­

tropicales, en Apat:::ingán, Micho<!cán y el valle de Arcelia en Guerr2 

ro C 17, 16 ). Existe también en algunas regiones de Centroamérica -

como el valle de Motagua en Guatemala, el valle de Comoyagua en Ho!!. 

duras ( 35 ) y Sudamérica(Vene:ruela, &c:uador y Colombio)C 6 l. 

Lo paracoccid1oidomicosis es producida por Paracoccidiodes ~­

siliens1s. La forma micelial infectante de este hongo es l!IUY similar 

a las conidias sencillas de 2 a 4 µ de d1~metro de B.der~fttitidis ~ 

que al penetrar al huésped toma la forma de lev11duras multigemantes­

( tim6n de barco ) tipica de P.bresiliensis. Hasta ahora el hobitat­

saprof1tico y las asociaciones eco1Óqicas del hongo no estén comple­

tamente claras, sin embargo, estudios recientas de pruebas cutfuieas­

en poblaciones y el aislamiento de1 organismo del suelo ha comen=ado 

a clarificar la ecologia y la epidemiolog_1a de la enfermedad { 43 ) • 

Los casos de la enfermedad generalmente provienen de lugares con el.! 

ma templado, de zonas boscosas y hGmedas. Geográficamente la infec­

ción est'- restringida a las áreas de Sudamérica, Centroamérica y Mé­

xico. tn 1.960 Velasco Cast~ejbn ( 54 1, logró reunir mediante estu­

dios epidemiológicos 56 casos que proven1an de 1.0 estados de la Rep~ 

blica Hexicana, la mayor!a de pacientes eran del estado de Veracruz­

y las Huastecas. 

Debido a la alta incidencia de histoplasmosis y coccidloidomic2. 

sis en México, teniendo en cuenta la frecuencia de caso• nuevos Y C!:?_ 

naciendo además la gravedad de estas enfermedades pulmonares, sobre­

todo en condiciones de .mala nutrición o en clases soCioecon~micas b.!! 

jas, asi como en estados tnmunosupresivos del hu,sped, es de funda-­

mental importancia el diaqnóstico preciso y temprano da estas enfer-
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medades. En vista de la dificultad y el lar90 tiempo requerido para e! 

dia911611tico m1co16qic:o, es necesaria la ayuda del diagn6st1co serol69~­

c:o. Para estas pruebas son necesarios anttgenos especifico~, con bu~n­

gredo de reactivldad y de fbcil obtenci6n, que puednn 3er utili:ad~r­

en 1011 laboratorios de serodiagnÓstico ~6ngico. Para con11equir este ot. 

jetivo, muchos autores han tratado de identificar, aislar y carecteri­

aar 1011 ant!genos de loa hongos causantes de micosis profundas. 

Ya m 1.958 1 Heiner (22) identific6 en H.cap!iulatum 1 por medio de­

la t~nic:a de inmunodifus16n, dos banda::i de prec:ipitaci6n que denomin~ 

h y 111. Bradley ~ !!• (6) lograron purificar y separar estos ant1geno~­

da la histoplasmina a trav's de cromatrograf1a en coluima, pero a pe-­

sar de la purifiC8Ci~, estos ant1genos conten!.M" fracciones cor.nmes,­

como lo demostraron Green ~ !l• (20) al preparar nn!:!9enos h y m li­

b~es de ant1genos heterÓlogos, medtante un suero monoespec1fico 11ntt-H. 

capsulatum. 

En 3.dermatitfdis, Kaufm&i (20) obtuvo del filtrado de cultivo de 

la fase levadurifor:ne dos bmides por inmunodifusiful a les que denomin6 

A y e, que se consideraron antlgeno3 espe::{ficos para .!!,.dermatt~idis. 

Posteriormente Green (19) usando cromatoqraf1a de intercalllbio - -

16"!.co pur.if1::6 una !recci6n de S.dgr:nati .. idJ.11 que present6 una banda­

A en ou::hterlony. Sjn embarqo, al ensayarlo ::on suero de pacienta1 en­

inmunodifuci~n, solamente el 52~ fue positivo en casos comprobados de­

bla3tomicosis. tl mismo problama apare::16 con la pruebe de fije::i&\ de 

complemento y aunque la técnica de &LISA demostró ::on este ant{geno -

92~ de casos conocidos talllb16n present6 20~ de reacci6n cru=eda con -

sueros de otras enfermedades fGn9icas. Young (61) trabajando con el -­

ant!9eno A. medilftte cro~atograf1a de aftnid11.d y geles de poliacrilami­

da 1dentiftc6 por esta 6ttima t6::n1ca 5 bandas te"idas con la tinci6n­

de a~ul de Cooomessie y 20 banda& con la tinción de plata. Dos de ellas 

desapareclan da la preparaci&i antig~ica después de la 1ncubac16n con 

un gel de afinidad unido al suero de referencia imti-A concluyendo qUe 

dos co!llponentes de esta mezcle estaban asociados a le actividad del 412. 

t1geno A. Cox (9) describi~ un ant{geno de la pared celular de la fase 

lavaduriforme de 8.dem11.titldis soluble en alcal.i y en aqua que pudo d.!, 

ferenciar de cobayos sensibilizadoS con B.dermntitidl1 de los sensibi­

lizados con H.ca"sul,tum sin haber podido comprobar la pres~c!a del -
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En Cacc1dio!de!:! ~ Kuppet't (Zll, haciendo un análisis nn­

tigfulico de la coecidtoidin~ y esfer.Ul!na por medio de la 1.nl!!Unoel~ 

troforesis bidimensional, encontr~ 26 an~!qenos en la coccidioidina• 

de loa c:uale• 10 er&l coll!Ulle!l con la esf'eru1Jna, y dos antl<;enos que­

dencmin~ A y a presente~ $Ol11J11cnte en le esferulina. El mlsl!IO autor­

(24), c:on la misfl'!a t6cnica. ident:itic6 los ant.!9enos comunes entre 

hongos de eneter~edades sist~~icas usando un sistema d~ referencia -

coe:c1d1o!d!na-tint1cacc:.id1o.ld!na, encontrando 12 y 10 ant1qenos comu­

nes en prepar3ciones de a.dermryt~tid{s e H.c,o~u1,tum respectivamen­

te., lrat'd ~ ~· C~61 prep4carcn un ,omt!geno soluble en al<::&l.i y en ... 

ft9Uill de_g. lm,,,it,s, de la misma forma que el de El4dSt'':n,t!t:idis. tl ... 

antlgeno !uncion~ bien en l.as pruebas serolÓ'}ir.as p~ro lft~ re~ccio-­

nes cruzadas con B.derr.v1t!tidi:; • "·'HH?,u1atu!!I fueron ev!d~te.s .. 

En P.br!?;!'1111en1f;¡, Yarzábal (513} a.fslÓ un elC~racto que !"r~stmtÓ 

dos hendan 11!11 Ou.::hterlony, a las que denorn!n6 E:/t y '!:/2, demostrando 

la pr!~e~a aetlvtded ~e fo~fatasa nlcalil'la,. E~tudios subsecuentes ..-. 

con la bl!flda E:/2 ( S9), <:ornprobaron r.u esp"leificld11d Pf!t'l'll .!·bt"a'll 1- t 1en. 

..!!.,!, ya que reaccionnb11 Únic111mente con 3Ueros ~e pacientes eon ?ara­
ccr.:cid!oidom\cosis. E:1 ~ismo autor (50), determin; la lo~aliz:ae!ón -

aub<::elular del ant~qeno t/i en la faGe levaduriforme de P.brnnilien­

.!.1! mediante estudios inAunoenzimáticos y de microscop!e eleetrSnJ~a. 

Por otro lado l1111111trepo y Moneada {40) en un estudio sobre la eari!lets. 

rizaeión de ant!genos de este mis~o hongo, utilf~atido la t~i~a de­

OUchterlony, obtuvo 3 b~daa de preciplt~clón~ observando ~e la bd!l 

da 1 era. similo11r al ant!qeno f:/Z obtenido pi:rr Yar:tábal y l• b&nda l­

preSenta.b• re6cc16n cruz&da con al N'lt!qena m de Hac~n1ulptum pon1~ 
do t11J duda la edpecifieJd11.d de dicho ant!geno. Puc:cia ..!!. .!..!• (39) oJ:?. 
tuviertin d•l mismo •odo un ant!qeno esp..:!fico de Ptbrasil!C'!sig, -­

d•l filtrado de cultivo de la f11.se levndurifor~e, deno~in~dolo 9P -

43 ya que corrresponde a una glieoprote!na di!' 43 kd por electrofore­

sis en qelas de poliacrilamida. tst11 banda pre~ent6 la misma •i9ra-­

ci&n electrofoe,tica que el ant!ql!flo C de 'ta.rzábel. Sll'I el'lbu<qo, se­

obtien• en poca cantidad y su obt:l!l'lci&rt no es constante ye qu• depen,. 

de d• la cepa1del medio de cultivo y del tiempo d• t.ncubac16n. 
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h pesar do todo::i los t.rabajoe. llnt.er1ormcnt.e mencionado!;, ti.1:::t<J­

la fecha no •e hnn podido obtener fracciones antiqénicas suficiente­

mente reactivas y sensibles a bajo eolito y de fácil elaboración que­

pudieran ser utilizadas de rutina en todas la::i pruebas de inll'lunodiag, 

nóstico micolÓgico. 

Los intentos para remover completamente la protelna por procedi 

mientos qulmicos 1 electroforéticos o cromntográficos reteniendo sin­

embargo, la reactividad inmunológica, genoralmentc han fraca!lndo. La 

pérdida de la fracción proteica está asociada a la pérdida de la - -

hiperaen!libilidad de tipo retardado pero no necesariamente con la ~ 

reactividad sero1Ógica 1 por lo tanto, la·mayor1a de los investigado­

res han reportado una heterogeneidad en la fracción aislada. As! Ta~ 

lor ~ !!.• ( 47 ) en un estudio sobre H.capsulatum aislaron un com­

plejo polisacárido Prote1na ( CPP ) con buena especificidad en inmu­

nodifusión en gel, observando que por la acción de la enzima p-g1u­

coaida1a hubo pérdida de .la actividad de la inrnunodifus1Ón, en tanto 

que con calor y una enzima proteol1tica pronasa, no se alteró la ac-. 

tividad del ant!geno• En otro trabajo el mismo autor ( 46 ) detcrmi­

nb ~a respuesta mediada por c~lulas en ratones inmuni::lldos c:on ~ 

~y C.immitis utilizando el complejo polisacárido-prote!na - -

( CPP ) y una fracción desproteinizada del complejo l CPPO ) • En el­

ensayo del cojinete plantar, la histoplasmine y coccidioidina C cntl 

genos crudos ) presentaron reacción cruzada en los animales sensibi­

lizados, pero al utilizar el CPP y el CPPD de H.cnpsulatum se obtuvo 

reapu~ata solamente en los cnimales sensibili::adoa con el hongo res­

pec~ivo. En estudios subsiguientes, Reyes ~ !!..• ( 41 ) , compararon­

la ~ctividad inmunolÓgica de complejos polisacárido-prote!na despro­

teinizados de H.cspsulatum y B.dermatitidis. En las pruebas humora~ 

les utilizadas se pusieron de m:snifiesto rea~ciones cru::adas, sin e~ 

bargo, estas fueron menores que al utilizar loa ant!genos crudos - -

( histoplasmina y blastomicina l. Por otro lado, Toriello ~ !!..• - -
( 49 ) realizaron un estudio sobre la composición qulmica de la iras 

ción polisacárida de l~s CPPD's de H.capsulatum, B.dermatitidis Y ~ 

c.tmmiti•t por medio de cromatograf1a en capa fina y gas l!quido, Y­

encontraron manosa ( JB.6-54% l, glucosa C 43.2-52.7%) Y galactosa­

( 2.e-10.~ ) además de hexosamines en un pequefto porcentaje. Utili­

zando ant!genoa crudos y CPPD's, Becerril et al. C 3 ) realizaron un 

- 7 -



: 

estudio en pacienteu ~on enfer111edades respiral::orias encontrando me-­

nor re11:cc:1ón cruzada o::on los CPPO" 3 que con lQs ont!trent>s crudos m 

las diferentes prueblas utlli:z.eda.s .. Cono:.:iendo el •talor de los ant.1 

cueJ:"pos 111onoclonales en la Qbtencióri de ant!genos espee!ftcos. Re-­

r•s Montes ,.!! .!J.• C.42) obtuvie.ron 3 ant!auerpos difereri.t•s ccn.tJ:"a -

•l CPPD de H.cap~ulatur. que ~ervír&n eri e9tudios posteriores para -

la purifieao::ión del ant!qeno. 

tn vi:t~ de que h pl!sAr de existir IU'lt!qenos espec!f!cos de ..,_ 

los hongos productores de micosis profund~s. estos t0'21'1V!e pre1'en­

l::an -:tert:o qrado de r"se.ciones cr\J::.:adas, alounos autcires han Clt"len­

tedo 3us e•tud!os hacta las unidades de ~ruce ecn el fin de eli~i­

narla• o bloquearlas.Azuma ll .!!..!• (21 identificaron 9zilae.tomanM1as­

compart1daft por tt.c~psul~tum, 8.rl1mnt'tid13, y P.brn~ili,ns~~. ?or­

otro lado lshi:tak:i ~.!l.• (25) identificaron un resittuo o-qalac~o­

ail corno el reuponsable de la reacclón cruzada entre Soorothrt~ 

~ehP.nckt! y algunos hanqos no ~elecionados. Habiendo ~etermina~o la 

pr••enc!a de 9nlactoaa y ~anosa,Ade~~u de otros monosnc~rido~ en los 

ent!9enos crudos y p~ri!icadoa CCePD1
s) o~tenidos al el laboratorio 

(49) y tenlendc:i en cuenta las- obaarveeicnes Niteriorl!ls. se o;onaide­

r& que la elimt.nactE.n de los reaiduos de qalactosn por actividad _.... 

er\'Zirtr.Gt!ca podr1a reduc1r lea reacciones cruzl!.datt de estos hongos en 

pruebas de serodiaqnbat!co. 

t.oa CPPo·s de H.e,pRUlntu~. B,dermatittdts, C.immtt•~ y~­

~111S)9ift son ant1qenos de f~cil obtencimt, bajo co5to y alta Sell$! 

bllidad y r•ec::tlvidad. ~omando en conaideraci~ la dificultnd y el­

o.lto costo pera aisl•r fra:eione1 antiqlmieas espec!f'ie.as por las -

t:frcnle.ns descritas con anterioridad. y teniendo -en cut:ntn: la ne<:e•.!. 

dad fundamimtal dtt c.rmtllt con reactivoa G.tiles en les pruebas inll!IJ­

not&:t!cas de ru:in11o en el d1a?ft6st1eo de lae 111iei:>1ts profundos. •o­
bre todo de la h1s~aplasmo~1• y la cocc!dioldamicosis qu• san eridl!­

nic:as en nuestro pa!s. se desarrollé! •st• trabajo con el objeto de­

earae.t•~i:ar i.nrftllnolÓQicelftltnt• y anolizar: las fraccion~• Antiqérzi.­

c::a& obt.anido.s y l:rat.nr de eliuiiner las t'f!~cicn"s cru~.ado.11, .que Prs, 

sent.an oeste tipo de hongos. 
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lttPó't'ES!S 

La eliminae16n de los residuos de galacto~a por actividad en:iM8-

tica de los antlgenos de hongos causantes de micosis profundas reducen 

el cruce inmune en pruebas de serodiagnÓstieo. 

Las antlgenos crudos y purificados de Histoolasma enp~ut,tum po-­

seen componentes antigénicos espec1fieos y conparten componentes anti­

génicos comunes con Blastomyces dermntitldis 1 coeeidioid~s 1Mmitis y -

Paraeoecidioides brasiliensis. 

Las antlgenos crudos de Ji.• snpsulntum, ~ ~~ S• ~­
~ y.!• bC'l!lsiliensis poseen varias fracciones con diferente peso mol!. 

cular. 

OBJETIVOS 

1. Obtener ant1qenos con buen grado de reactividad. sensibilidad, eSP!tO! 

tioidad,a bajo costo, mediante 1.1.na metodologla sencilla• 

2. Tratar de eliminar lea reacciones cruzadas que existen entre eatos­

ant:.!9enos. 

3. Establecer diferencias y semejanzas entre los ant!g_enos crudos y -

los ant1genos purificados ( C?PD~s 1. 

4. Conoeer la ga~a de determinantes antiqénisos comunes eY.istente en • 

las preparaciones obtenidas. 

-. -
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Los hongos uti1i:ados en este estudio para la obtención de ª!!. 

t{genos fueron 1 Histop1asm~ capsuJatum EH 53. Blastomvces ~ 

tidis EH 42, Coccfdioides immitis EH 45 y P~r~ccnccidioides ~­

silienais EH ss. tod21s aisladas da pacientes y mantenidas en medio 

de t1gar micobiÓtico ( B1oxón l a 2sºc en el cepario del dep11r'tamc!:!. 

to de Ecolog!a Humana de la Facultad de Medicina de la U.?l.A.M• 

2. MEDIOS DE CULTT/0 

Se utilizaron diferentes medios de cultivo tD11to paro el m;ui­

tenimiento de l8s cepas como parD la produce ión de ant!genos. 

al Hedio de agar micob16tico ( 21 l para conservar los hongo~. 

b) Medio sintético de Smith ( 45 l para la obtención de 10:1 snt!g2. 

nos. 

Como el crecimiento de P.br~siliensis es pobre en el medio de 

Smith se hi:o la siguiente modificaci6n : se disolvieron 5 g de e?t 

tracto de levadura y 5 g de peptona en 100 ml de agua y se diali:,!I_ 

ron contra 1000 ml de agua a 4ºc. duren.te 24 horas. El diali::.:ado -

fue utilizado como solvente para los componentes del medio de Smi­

th. 

CONOTCIONES DE CULTT/0 

Pera le obtención de le forma miceliel, so sembró el hongo en 

matraces de 1000 ml conteniendo 250 ml de medio y se incubó 3 me-­

ses a le tempereture ambiente. Al cabo de este tiempo se identifi­

có su morfolog!a carectl!t'!stica y se agregó e los cultivos une so­

lución de timerosal 1/5000 ( concentración final ) durante una s&­

mane. Posteriormente se hi::.:o une prueba de Viabilidad de los micr!:?. 

organismos. 
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3,. OBTOICION DEL ANTIGENO CRUDO .. 

Se separ6 la 11'>4sa micolial por medio de filtraci&l en papel -

Whatman Ho. 3. El filtrado lle pas(; por membrana Hillipore (o .. 45 pml 

ae dializ(j y concentró por ultrafiltración<A.mic6n, membrana PM 10} 

a 10 veces el Volu111en inicial ( Pig 1 l. Estoo ant!genos crudos se 

denominan histoplasmina, blastomicina, coccidioidina, y paracocc:i­

dioidina. 

4• DETERMINN:ION DE PFIOTEINAS Y C,\RDOHIORATOS 

A todos los ant!genoa crudos y CPP's se les determinaron pra 

telnas y carbohldratos. Las prote!nas por el mé~odo de LO"rY ~ .!l• 
(321 y los carbohldratos por el m~todo de Dubois ~ ~· (131. 

5. AISLAMIENTO DEL COHPLE.10 POLISACARIDO PROTEINA (CPP) 

Los CPP'.11 de los cuatro hongos a esturli11c fueron obtenidos a­

part~r d•l filtrado del cultivo anteriormente descrito, utilizando 

la t&cntca de Kicby (29) 1 adaptada por Bonilla-Soto~ .Al• (Sl y -

modificada por Taylor y Bojalil (47), de la aiquiente manera 1 por 

cada 10 g de filtrado se a~adiecon 15 ml de fenal liquido. Se inc!:!_ 

bÓ a 56°C por una hora, agitando repetidas veces. Se <iejÓ enfriar­

a temperatura ambiente y se centrifugó a 500 xq durante 15 minutos. 

La fase 'ecuoao se separli cuidadosamente y se ll"o::cléÍ con 3 volGm~ 
nea de alcohol et!lico al 95~. Esta mezcla se dej(j a 4ºC toda la -

noche• El precipitado obtenido se disolvió en agua destilada y se­

l• aqregb nuevamente etanol al 95~. Se repitió este procedimiento­

] veces, y por (i1ttmo el precipitado ee s~Ó con acetona anhidra y 

se guardó a 4°c hasta su utilizacilin ( Flg 1 l. 

TRATAMIENTO D&L CPP CO?I PRO!IASA Y SE"lllG 

Se procedió a tratamiento d~ desproteinizaci6n de los CPP't -

con pronasa (14l y el reactivo de Sevag (44) para la obtención de­

los complejos polisac,rldos prote!na de8protetn1:odos (CPPD-hlsto, 

CPPO-blasto, CPPO-coecf y CPPO-paracoe~i respectivamente). 

La diqestién de los CPP's con prona~• se llevó a cabo durante 
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una semana e l7°c. Loa CPP's se trataron en una proporción proteína 

enzima de t~O:t, sa resu~pendiÓ en un a~orti1uador de fosfato~ o.tS 

M, pH 1.S con CaCl O.OS M, t'i'JSJ 41).J)J M y dos qota:i. de tolueno par.a­

evitsr le ccntarnineción. Se fncluyó ~n el proceso W'l control de al­

burnina bovina incubada bajo las mi~mas condtclonea ~on prona&•• Ad~ 

más 11e irlctuyb un blanco que contMf11 todos lo.t ~º""Ponentes u:iado•­

l!!enOs el sustrato. La enzima se a~adi6 diartami:mte e los :i.u~tratos­

AQr•qando cada d1a la mitad de la cantidad u:¡ada el dta anterior. -

t.os aminoácidos liberao:tos durante la dlgest:tbn se t;ietermi.naron al -

inicio y al final del tratamiento enzimático rtoediMtre la ~rueba de­

la ninhidrina (zr,) unando lisina c:o~o testlqo. ~~ reaeci(Ío en~im¡ti 

c:a fue parada por congelación. 

M&'l'OOO O& SE.V ,e.e; 

&l reactivo óe Sevaq (44) está compuesto de butanol (1 '/) y -

cloroformo 19 VI. Se mezclarQl"I p.artes iquales del re11ctivo do Sevag 

y de la muestra por desproteir.i~er (CPPD). se sep.ar6 en fr{o \a fa­

se cloroformo-butenol de la fase ~uo~e por medio de una a"'Jlolla de 

deelS'lta~!ón. La extracc16n se repitió de 5 a 10 veces: las fases -­

acuosaa recuperadas se dializarCll'\ contra agua destilada durante ~4-

horas a 4ºc caMbiando el aqua ~ veces. Cl CPPD o~te:lido se ¡10!!1!­

:b y ae :::onservó n '1°c .. 

6 .. TRA.T~Mt&NTO EHZ~f,TICO OE LOS ANTtca:nos CRutlOS 't CPPD~S con Ol, 't -

B ... GALACTOSIOll.SA. . 
Se prcx:edib 11 •liminar los i:-eslduos de qa:laeto~a mediante un -

trata~iento enzimático de los ent!genos crudos y CPPD~~ con las en­

zima• « y 8 -qslactosidasa pl!lra tratar d• elim!nac la• reecc:iones 

cru~adas que exi~ten entre los U1t!9et1os de estos han;os. .. Se util1-

t:aron dit'er.ntes c:aneentrai:iones de ant;.!qenos crudos (Q.t y 0.,5 e.1) 

y CPPO'• C0.6S, 1 y 1.25 mq). as! coma de enzimas <2 .. 4 U de Ci( -ga­

lactcu;iclasa y o.s, 1 'f t .. 2S U de p-qalactosidasa) en la 11111zele de -
re11cci&t enz..ir.i!t:ica. Ll!I enz1111a o( -galactoaida.sa de E!'l{"herieh\111 ~ 

ll {Sigma.) fue incub!'lda en 0 .. 2 ml de re<¡Ulador dt!> f"osf.eto• S mtl, pH 

6 .. S, 2sªc. durante 30 minutos. El control d~ la actiVid&d se reeli­

::..ó eon 5 inq de p-nitrofenil O(. D-qalac::topiranbstdo Cstgma> • con -
una unidad de la enzima, la cual al hidroli=a~ el sustrato producl!I-
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un color amarillo caract.,r!stico (Jt). La dn:t.11!111fa-(]ale.ct:os!d11sa de 

h!qado de Bovino tipo IlX {S1gmaJ fue tneubada en 0.2 ml de r<e(JUla­

dor de foatatoa 5 ian. pH 7.3, 37°C, du~ante 30 m1nu~os siguil?ndo _,, 

las tfacntc9s de Chytil (10). Distler y Jourdian (12) y Wttn & O'Bricn 

ISS). tl control fue 5 mq de o-nitro!~nil fo-D-galactopiran~oido - -
lsigmal.con una unidad de la enzima, la cual al hidrolizar el ~ua-­

tr&to produce un color anarenjado caraeter!stico, Las do5 reaceia-­

nes fueron paradas con \ ml da requlador de carbonato de aodio-gl1-

eina 0.1., K a un pH de <J.a. t.a.s miamas condiciones s~ aplicaron l!l­

los l!lht!qm"!os crudos y CPPD'a. 

Para eliminar la enzima de los ant!grmoa erudos y CPP0'5, éstos 
!ueron tratados con el reectiYo de Sevaq Ntteriormente descrito. 

CROMo\TOGRA.F"IA EN CAP>. Fr.IA 

De.sp1.1¡.s d111l t.ratall'lieto can la enzima o<. y ,a-qalactostda:!la, -
los ant!qanos crudos y CPPo*s fueron sometidos n ~ne cro~atoqraf111-' 
.-n capa tina (41 para poner ., evid~cia la galacto:!la l!be~ada du­

rante e\ tratamiento en~im,tico. Se util!~Ó como aolvente l regula­

dor de fosfatos pH 5, 0.1 M (10 V); acetona (50 Vl1 butanol (40 V1. 

La eromat:O']raf1a se real1%l1 en cromatofolios (Merck) da tOXtO 

cm. tl solvente se dejó corrr•r hasta t cm antes d~l ~orde final de 
la placa. La cM\t1dad de muestra fue de 50 pl. Al final del despla­

~ami.nto la placa se secó a aoºc durmite tO minuto~· Al mi~mo tiem­

po se corrió un cantrol de galactosa (2ing/t0 11'11 de alcohol i~opropl 

ltco>. Las placas se revelaron roci~dolaa uniformemente con el re­
velador ftalato de anilina ltlerck). Luego se aecari:m en la oeGtufa a 

e~ºc por 20 m!nutoa. 

1. M&TODOS nn.iunotoorcos 

Se uttlizO la t&cnica de in!!!Unodifusi&n de Ouchterlony (lBl -­
con :J.UeJ:os hi¡111c-1nr.:unos. de ..:on'l:jo 4nt1 .. H.c.lp!1Ul,tu"111, anti-C:.1mm\ti~ 

y anti•P.brasilfen.sis y suero~ de pacientes con histo?l&$mosia y e~ 

cc1dio1domicost..s para deno~trat:' la roactivt.dad de los. ant!qenos cr~ 
dos y CPP'G de lo~ cuatro honq~s, ••1 como para determinar el efec­

to del tratamiento 11 los i,nt!qeno.s con las enziine• 04 Y ,_.qalecto::i.!, 
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dasa. Se util!z6 aqarosa al t' en ~olución de glicina (glicina 7.Sgr 

NaCl 0.9~, azida de sod!o 0.01,I, aforado a 100 ml. 

Sueros ffiperinmunes de coneto 

Se inmunizaron seis conejos Nueva Zelanda (2 kq) con ant!geno 

crudo de cada uno de los hongos estudiados C2 animales por cada -­

honqol con e~cepei&\ de B.dermattt1d!s. Se uttliz6 o.s ml de ant!­

geno (J-5 mq de prote!na/ml en o.s ml de adyuvante incompleto de -

Freundl. Se aplicaron inyecciones subeutÑleas 2 veces por semana -

dur411te 3 semanas eon intervalos de 15.d!as. Este esquema se repi­

ti6 varia~ veces hasta la obtención de bandas de precip!tacJón de­

mostrad•s por la prueba r.le inmunodi.fust6n en gel. 

Inll!Unoeleetrofores!!'I MI doble di:nensi&n 

La iflmunoelectroforesJs en doble d!mens!6n (ItDD) fue realiz~ 

da :t99Gn la t'°11ca descrita por Hupppert {2Jl. Se utiliz6 a1:1ero -

hiperinmune de conejo anti•H.cAp11utatum m esta técnica para cono­

cer el nGmero de fracciones que contentan las prepar111ciones antiq.!_ 

nicas de H.cap11ulatum, asl como la IEDO en ~andem entre H.enpsuln­

!l;.!!!.• B.r.ler~atit1d1~ 9 C.Jmmi~i!I y P.hra,Jl~en~i' para p011er en evi­

dencia las fracciones comune!I entre estos 1K1t!9enos. Debido a l.11 -

c.,tidad de suero h!p•rin11rune nec:e!larfo para la reali::aciéln r.le és­

te 1!15todo s61o se pudo utilizar el suero antt .. ff.cepsulatum. Exper! 

111entos preliminares demostraron que 111!1 condicione!! óptJmas par4 -

loa .w:ittgenos obtenidos fuere(' i aoluci6n amortiguadora de barbi tel­
r.le sodio J.09 g/1, barbitel 'cido 0.542 q/1, tris-base 9.B6 g/1, -

azida de sodio 0.2 g/1. a un pH de B.6. Se utilizaron places de V! 

drio de 8 X 10 cm, cubierta• con 22 ml de agaro•e al t"S ., •mortiqu.!!, 

dor de barbital. Se lleviS a cabo una pre-electroforesis durimte 30 
minutos a 100 v. Posteriormente se hizo un pozo de 4 mm a 2 cm del 

borde interior y a 2 cm del borda lateral derecho. Se colocaron 22 

pl de ant!geno y se corrit> a 200 V durante 2 horas. Se cort& el --

7el a o.s cm del pozo y se sustituy& con 10 ml de agarosa en requ­

tador de barbital, con 15-S de suero hiperinmune de conejo ant1-ti·­

gnp!!ul111tum a 45°c. Se ·deJ6 gelif"icar y se qirt; la placa 90° para -

eplicar una corriente de 60 V durmte 17 horas • 
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La l:EOD en tendem se hace de la mis~a manera que le Bnterior, con -

la modificaci6n de otro pozo a 7 mm del primero con la mis11111 canti­

dad de ant!.qiano a comparar. La lectura de bandas se realiz& 24 ho­

ras despu¡s. Postericl'mente se lavaren las ?lecas con citrato de 12 

dio al SS durante 3 horas y luego con soluc16n salina durante 3 d1as 

cambiando la soluci6n 4 veces al dta. Las placas sa secaron con pa­

pel filtro y se tL~eron con negro amida. 

°'• ELECTROFORESIS EH GELES OE POLlM:RJ:LIHIOA 

Los ant1qenos crudos fueron analizados por electroforesis en -

geles de poliacrllamida (EGPA} (30,57} para conocer el nGmero de -

fracciones existentes en los extractos S'ltiqénicos, as1 como su pe­

so molocutar. Se utilizaron corno control 7 prote1nas con diferente­

peso molecular (Herckl que variaba de 14 a 66 Kd. Se hizo una mez.,_ 

cla de acrilamida al 30~ y bis-a:rllamlda al o.e~. Este gel de po-­

liacrilamida se utiliz& a diferentes concentraciones para el gel s~ 

parador y el gel concentrador. 

Gal lnfprl9r o sepnradsr al 10~ 

tO ml de poliacrilamida, 10 1'11 da tris-base 2M, pH B.B, 14.S -

ml de agua, 0.5 ml de persulfato de amonio al to~. 0.6 ml de SOS al 
10 ~ (dodecilsulfato de sodio) y JO pl de T~ED lN,U,t!,H, Tetrnll'e­

tilatil.ndlaminal. 

4 ml de poliacrilamida 1 7.5 ml de tris-HCl 2 M, pH 6.8, 14.8 -

ml d• agua, O.J ml de persulfato de amonio, 0.3 ml de SOS y 15 pl -

de TDIED. 

Le c.ntidad de 1lt\.lastra utili~ada fue de 100 µg/100 plo más tnO 
pl de c6ctel da electroforesis <sos D.2g, EDTA 0.0074g, glicerol -

~ ml, tris-HCl o.os H, pH 6.e, azul de bromofenol, 51119). 

La electroforesis fue llevada a cabo a 40 mA durante 7 horas.-

El amorttguador de corrimiento fue glicina 11.l q y tris-base 2.4g 

aforado a un litro de t1Qua destoni=ada, pH B.B. Ona vez que el colg 

- 15 -



rante se despJez& 15 cm se perb l• electroforesis y el qel fu~ te~! 
do con azul de Coo~assie al 0.06"':, metanol al lO~ y 5:ido ecftico -
al 10 ~. 



&l rendimiento de los antlgenos obtenidos fue relativamente ba­

jo. De loá antlgenos crudos se obtuvo aproximadamente de 5 a 10% en 

relación al filtrado de cultivo total, mientras qUe con el procedimJ:. 

ento para separar los CPPD's sólo se recuperó de 0.4 al 1~ de antlg~ 

no purificado en relacitin al antígeno crudo. Por otro lado, a pesar­

de los tratamientos enérgicos de desproteinización con pronosa y Se­

vag, los CPP0
1

s siguen conteniendo protofnas en cantidades varia- -

bles { tabla 1 ) • Pravio a la utilización de los antlgenos en dife-­

rentas tratamientos y pruebas anallticas, la roactividad de los mis­

mos fue compnrada por inrnunodifusión en gel con sueros hiperinmunes­

de conejo para H.cnpsull'ltum { Fig 2 ) , C.immitis { Fig 3 ) y ~ 

liensis ( Fig 4 ). ~los pozos del ll!ldo izquierdo de las figuras 2, 

3 y 4 ae observan las bandas de precipitación entre cada ant!geno -­

crudo y purificado con su respectivo entisuero homólogo. Entre las -

fracciones antigénicas y los sueros hiperinmunes de conejo no se ob­

servaron reacciones cruzadas como puede observarse en los pozos dal­

lado derecho en las mismas figuras ( 2, 3 y 4 l. Al repetir esta pr~ 

eba con ~uero de paciente con histoplasmosis ( Fig 5 ), las reaccio­

ne• cruzadas entre los diversos antígenos, tanto crudos como purifi­

cados ( CPPD's ) se pusieron de manifiesto ya que se pueden observar 

lineas de preciPitaciÓn con todos los ant!qenos probados a excepción 

del CPPD~blasto. Al utilizar el suero de un paciente con coccidioid2 

micosis ( Fiq 6 } se observaron bandas con su ant!geno homólogo Cco­

ccidioidinal as1 como reaccion,es cruzadas con histoplasmina, blasto­

micina y paracoccidioidina. 

Cabido a que no se encontraron reacciones cruzadas al utilizar­

los sueros de conejos hiperinmunes ( Figs 2, 3 y 4 l, fue necesario­

utilizar los sueros de pacientes con histoplasrnosis y coccidioidomic2 

sis, para confrontarlos en inmunodifusión con loa ant!genos tratados 

enzimáticamente y ver la pasible eliminación de las reacciones cruz~ 

das. La cantidad de ant1gcno crudo que fue sometido al tratamiento -

enzimlitico fue 0.1 ml de c.ada uno de ellos, que contenían las sigui~ 
tes cantidades de carbohidratos totales por ml ; histoplasmina - -
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4'iOD jJq, blastom.ie:ina 6'i'i0 µq, coccidioidita1 6'5'i0 pg 'f paracix:cid1o1-

dina ~000 pq. La cantidad de CPPD uttli:ada fue 5 mg/ml de cada wto -

de los ant!genos qu• contentan las sJqUiC\tes cantidades de carbohi-­

dratc~ tot~le$ : CPPD-h!sto 1159 µq, CfPD-bla~to 19~2 µq, CPPO-cocci 

1621 pq y CPPO-par11coccf t'i50 )J.9• La en=J~a O(. -qalactosldasa fue -­
utlizada a 2.4 U para cada prepareción ant:f9én1ca. La enzima )l-9ala:;_ 

~osidasa para 0.1 ~1 1e ant!qena crudo fue 1 y t.S U y para 1.25 mg­

de CPPD fue O.s y t u. La cantidad de pcotetnas qUe e:onten!an estos­

ant!qenos, e:itñn de!1o;:;r1.tos en la table t. t1 tretamlento ::on°'411-
lactosidasa tanto p4ra los ant1qenos crudos { F19 ~ ) ~omo para los­

CPPD'~ ( Flg 8 l frente a sue~o humano hJstoplas~o~o, no eliminó las 

reacciones cruzadas ob5ervadas antes 1el tratamiento en:imátlco ya -

qu• se puede obser-var en estas figures las ?!neas de preeip1taetón -

no sólo entre la hJstoplesmfna y el suero h1~topla5moso sino te~bl~n 

entre la coceidioidinft. paracoceJdioi~ina y ~lastom!cina con et mis­
lllO suero ( rlq 1 J: as! tamb1'1t entre los CPPo•s de cocr.1, parar.o~ei 

'f blasto con el suero histopla~maso 1 rtq 9 ). Al ~eallzar la croma­

toqrafia d'I capa fina de estos antfqenas tratados ctin <:::i(. -galactosi­

daaa en las cend1.c~ones descrita~ imterlormente no se pudo observar-

11berac1&1 de ~alar.tosa. ~l tratamiento de los ant!genos crudos y ~ 

CPPo•a con P-qalacto~idasa tampoco el!m!n~ las reacciones cruzadns -

frente al suero htatopla~~oso. En la figura 9 se pue~en observar la~ 

l!rteas de precjpfta~fón ~o!f!Unes entre la h1stoplasm1na. cocci1Jo!~1-

na. p...racocei~!af~jna y blastom!cina frente al sue~o hi~tapla~maso:­

en la fiqura 10 ~e puede ob~ervar a •~cepcJbn del CPPO.-blanto, exis­

te cruce con lo& ~PPD's ~e hfsto, coeci y parseoccj. Las reac=tanes­

cruzadas ent~• lo~ ant!qeno8 crudos y CPPO'a frente al suero de pa-­

cicnto coccf~!oi~omicono tDmpoco fueron elimtnfida~ con ambos trata-­

mientas enzimátlco~. tos resultados siempre fueron las mismos aún al 

utili:ar les diferentes eoneentracionea de enzima y antfgenos. La -­

cromataqraf!a en capa flna d• los ant!qenos de .!!_.caesulatum, ~~ 

t!tt~!s, C.jm~ttis y P.bra~!lJensfs, despu's de la aplJcaci&n de law 

,...gelactosidasa rev•l6 la pres~pia de gelactosa, eliminada por este 

enzima. &stos resultadas sugierm, que e•isten residuos de galactosa-• 

presentes en los ent:!genos. unidos por en laces p y la prueba de lruns 

no<:lifusl6n en 9el mues.tra QUe t!lStos residuos no son una fracci6n ill>­

partante col!IO elemM'lto de cruce~ 
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Para observar los diferentes co~ponentes antiqénicos presentes -

en las preparaciones estudiadas se procedió a la 1nmunoel~trofores1• 

en doble d1111ans!Ón CIEDO). Para obtener la mejor resolución de bandas 

en esta t¡cnica, se ensayaron diferentea concentraciones de suero hi­

perinmune en le aqarosa, que variaron del 5 al 20~. El ~eJor resulta­

do se obtuvo con el 15~, el cual fue util1~ado en las pruebas poste-­

r1ores. Para el análisis de la IEDD se tomaron en cuenta solame:ice ~ 

las linees de precipitaci6n bien delimitadas. t.os resultados con his­

toplasmina fr..,te el suero hiperinmune do <::oneJo anti-!!..c11osulatum -­

C f'iq 11 >, mostraron 14 bandan de precipitación bien dofinija.<:, num~ 

radas del 1 al 14. La confrontaci6n entre el ant!qeno crudo de.!!.·~­

~y el CPPO hiato en tandem ( rtg 12 ) mostr6 que la mayor!a de 

las bandas expresas en la histoplamina con e~cepc!Ón da la 11 y 14 ~ 

también se encontraron en el CPPD-hf~to, siendo que la b1U1da 1 se pr~ 

sentó más n!ttda en ¡nta que en le h1stoplesmJna. Al comparar le his­

tople~m1na con la blasto~ic1na l rtq tJ l se encontró que las bandas-

21~16,7111,12 y 13 son col!IUTles para los~ ant!genos, sin embargo, se-· 

obnerv~ una mayor def!nic1&1 de las bandas compartidl!IS 111 utili~ar el 

11nt!qeno purificado CPPO-blasto aparec:fendo con este ant!qeno la ban­

da 9 { Fiq 14 l. Cuando se comparó 111 hJstoplasmin11 con 111 p11r11cocci­

dioldin11 C F!q 15 l se observaron les bandas 2,a,10,11 Y 14 de 111 hi~ 

tople1;1mfna, as1 como otras bien definidas no numeradas en le hiatopl!!_s 

mina, .indicando otras fracciones comunes entre estos ant!qenos. Al -

comparar el antlqeno CPPD-parri.cocci ( Fiq· 16 ) con la histoplesmin11 -

se manifestó una variaci6n en las btllldas compartidas. ya que se dese­

pare~e la 14 y ne manifiesta la B. Al comparar 111 histoplasmina con -

la -:occidiotdin11 ( f'ig 17 l se identificaron muchos de los componen­

tes comunes de los otros ant!qenos crudos y además un grnn número de­

b11ndas que no s11 apreci11ron en las preparaciones en tandem con loa ºU 

t!genos crudos lll"lteriorea, loa cuales desapare~ieron 111 utilizar el -

CPPD-cocci C Ftq 19 >, sJn embargo, 111 comparaci~n en tl!!Mdem con CPPO­

cocci define un mayor nGmero de bandas, apareciendo la e,10,12 Y 13 -

que no se obtror•1.1ron con la cl)(;cjdJoi:Hna { Fiq te ) • 

Lo~ renultados de los geles de poliacrill!lmt~e de los l!lnt!genos -
crudos { Fiq 19 l mostraron qu~ le histoplasmina presentó 11 bandes,­

unaa más te"Jdas que otras; t de ellas con peso ~olecular de 66 Kd, 2 
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con PM .,tre 45 y 66 Kd, 2 entre 36 y 45, 2 entre 29 y 36 Kd, t de 29, 

t entre 24 y 29 Kd, t entre 20 y 24 Kd y 1 entre 14 y 20 Kd. La blaatg, 

m1c1na pre~entG 4 bandas1t entre 45 y 66 Kd, t de cas! 45 Kd, 1 entre-o 

29 y 16 y t entre ?.\ y 29 Kd,. La cocc!d,oid~na present& 6 bendesl 1 de 

36 Kd, t entre 19 y 36 Kti, t de 19, 1 entre 24 '/ ?9, 1 entre 20 y 24 y 

t entre t4 y 20 Kd. La p11r11::oecid.loid!ne, presentG 6 bandsst 2 entre -

36 y 4'i Kd, t entre '.9 y 36, 1 de 29 Kd, 1 entre 24 y 29 ). 1 de 24 Kd. 
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DISCUSl:ON Y CONCLUSIOHE:S 

El estudio de la caracter!:n:ión do nnt!genos de hongos ?atÓgenos 

es de fundamental importM1cia ya que estos son de utilidad para el -

diegnóstico y pronóstico de micosis profundas. E:n ocal'liones, la alta 

frecuencia de reacciones cru:edas entre diferentes especies f6ngicas -

ha limitado su utilidad diagnóstica. 

Se conocen ant1genoG eiipec!fiCO!i h y m paral!..::::;,pM1l;,t\1m (22). h 

para J!.der::1atitidi'I (t9l, ~y HL para .S..·~ (33) y E: y gp 43 para 

,2_.brc~11•9n1t1 (S9,39), sin embarqo. la preparación de estos e:s labo­

riosa y sofisticada, obteniéndose cantidades m!nimas, lo que resulta­

impr1'ct1co pere su e::1pleo en lor. laboratorio!'! de rutina de serodiag­

nóstico de hongos. <'.demfls la especificidad de estos ant!gcnos es eGn­

cuestionable ya que Restrepo y Monceda (~O) demostraron que el ant!g~ 

no m oiescrito como especifico par,..a l!•c"P"Ull'ltum presenta cruce en la­

técnica de inrr.unodifusión en gel con el mt1geno J de J!..br11:1111en,.;l"• 

Azuma !Ü !J.• (2) al aisler galactomanana5 cotnunes entre .!!•c<"tp<Ju­

~. B.o1ermnt\tldi~ y .f..brasiliens\~, su~1rieron que estas molécu~ 

las son las responsables del cruce lnmune entre ellos• Ishizeki ,!!- !..!.• 
(25) lograron inhibir las reecciones cruzades l!ntre Spgrothrl~ ~­

~ con células de S•'"'erne-=lc:tt y D-qiilacto:;a, mostrnndo que los res!. 
duos 0-qelactosil son los responsables de las reacciones cruzadas.Sin 

embargo, en ¿ ... chenclc:1i los deter:iiin11n~es de galacto:sa son componen-­

tes menores, aparecen tard!amente dur'lnte su desarrollo en medio de -

cultivo y 5U papel en el cruce inmune no e5 import~te, en cambio, 

las raiinomananas son las moléculas especificas de este hongo ISOl. 

Por otro lado, MendonC)a Pre<1iato tl ll . .- C37l aislaron qalectoman!. 

nas con cadenas laterales p-galactofuranosil de filtrados de cultivo­

de _!.schenckil y sugirieron qUe los reacciones cruzadas edtre los an­

t1qanos f6ngir:os son debidas a unidades p-gelac':.ofuranostl no reducts. 

ras. 

En un ostudio previo sobre la carecteri:ecifui del CPPD-histo se -

mo•tró que este ant!qeno plitrde su reacti<1idad inmunológica por trats. 
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miento ci:in p-g1uc:osida1a y no :se 111Ddific:a por tt"atamiento c:on O(. -ql!!. 

c:ostdaaa (47). En el pC'esente trabajo se confirma que en los compl&-­

Jos polisac,ridos proteínas de H.c:apsu1atum estlm presentes los enta­

ces Jl y que ade111á11 este enlace tarnb1Íln se presenta en los ent1genos -

CC'Udos y Cl'l'D .. s de B.der11111titldis, _s.1r,1111tti~ y _f.brasiliensts. Por -

otro lado, la actividad de la ~alactosidasa sobre estos antlgenos -

identifica la presencia de ra!'liduos ter111inales no reductores, ya que­

esta enzi111e oct!ia sobre enl.sces Ji de residuos no reductores de galac­

tosa (12). Sin embarqo, no se encontró que este componente fuera el -

responsable de las reacciones cruzadas, ya que astas no se eliminaron 

con el tratamiento enzim&tico. Teniendo en r::uentei qUa los trabajos llJ!. 
teriormente citados sobre reect1vidad cruzada !ueron realizeido::i utili 

:::&'Ido sueros hlper!nrn.unes de conejo y que en el presente estudio no -

se encontraron cruces ~on los sueros de origen animal, en contraste -

ccn 1011 nueras de pecienten, se ::iuq~ere que la re-:;puesta inmune del -

paciente no involucra a los ~e:siduos no reductores de galactosa, como 

ele!!le!'ltos importantes en las reiicciones r1e cruce. La eliminricibn de -

estas mol,c::ular. no condujo 9 la desaparición de les reeeciones cruza­

das :1uqiriendo que les enzimas util!:::eda~ no actueron ~obre otros re­

•lduon de galactosa Ce .. j.reductoresl q'Je pud\eren ser rc!!ponsables de 

este eruce. 

Tomando en cuenta la alta resolución de le té::nlca de I&DD, asi­

como le utilización en d1~erentes honqo~ patóo;lenos t7,23,34 y 4b) se­

planteb su et11Pleo para determinar la mult1plictdad antigálica pre:i.~ 

te tanto en los ent1qenos crudos como CPPD"s. Debido a que en esta tll.!t, 

todolog!.a se utiliza gran c~tidad do suero, sblo se u11& un suero hi­

perinmune anti-,!!.cap11u1atum y por lo ttmto al confrontar les diferen4 

tes preparaciones antighlicas de los otros honqos. se pusieron de ma­

nifiesto bandas de precipitación comunes entra los honqos estudiados­

causente~ de micosis profundas. &ste m'todo mostr6 rnultiples bandas -

de precipitacilin cofll\lnes ti1tre J!.capi1ulatu111, J!..dermetitidin, .f·~­

~ y 1!·brasiliensi11, lo que concuerda c:on el trabajo de Huppert (24) 

donde ~cuentra 10 bandas de prec:ip1taci6n c:o111pertidas entre J!..crip"u­

~ y .s_.1mr.1iti~ y 12 MtreJ!..d1rm11tftisis y S•.il!!I!!1.SJJ!• Se pudo ob-­

servar tambiSi que los· ant!.genos purificados ~CPPD's) de los cuatro -

hongos mostraron una mejor definición de bandas de precipitacibn CD"'!!, 
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n••• Por 6ltil!IO •• obaerv6 que las bnndaa 1,J y 4 que a¡uu:ecan en la -
htst:op1asmina~ mis concentradas ., el CPPO-.h1$to y no en los dem¡s An­

t!getos,· podJ:'f.an c:orretPQf'lder a l.os an!:!genos ets¡;iec!fic:os de.!!...c:apsut~ 

~· f:st11 t:ien!ea demu•st:ra :una amplia qama ,,nt!96nic:a pre.::iente en las 

prep.r•c1anes que pone en evidencia el ci:uc:e 1n11rune entre .!!,:dermat:it i­

~t ¿.1:11:asil!•u:ltt, ~· t111mitis eJ:!oc11psull'!it:um ya que solamente se ut,!. 

lt:& •uero hiperiftmune de .!!.•c:ap:Jul11:t:um .. 

Por otra lado, el an'llais electroforét!c:o de Eracctoneo ant!qan,!. 
c:aa fGn91cas ha sido ampllemente utilizado, sin ernbarqo 1 et número de­

bandaa presentes e•t& •streahamente relacionado con los reveladores ~ 

utilizados. Al revelar con ~!nciones para prote!.nas como atul de Coom~ 
aale se pcn.n et evidencia un rnenor nG.nmro de tracciones en hcmqo.s ya .. 

qu« ••tos pte1.ntan un mayor porcentaje d• carboh!dratos. tl trabajo .. 

de YolU'lq y Lersh {6t) ·sobre el ant!qeno A dfl.,!•der111at:itidl1 mostró S -
bandas en elttctrofores!s en gel de ac:r1larn1da al te~1r con azul de Co~ 

masa1e, y 20 bandas al uttlizar la tincibn de plata para carboh1dretos. 

La t&cnica tGPA d• los enttgenos crudos utili~adoa mostraron 11 -
fracciones para H.eaps\lletum. 4 para .!•dermat1ttdia, 6 para S.·~­
y 6 para.,!.bt'J111Jl~en11i11 lo que ae apro'.ltima a los resultados de Jtnshk1n 

.f!i: .!.!• t27J qui«les dleuentrM et filtrados de cultivo con esta misma .. 
t'cnica 8 fracc:!one.::; parn la hi3tople1mine, 6 pera la bla.stomtctna y 6 

para 111 paraeoecidio!dJna .. 

En trabajos previo3~ Toriello ~ ~ (49) realizaron una tGPA de -

lo~ CPPD~a dende en contraste cal'\ los 1'llt1genos crudos $8 enc:ontraron­

solam.nte J bandas en el CPPO...htsto9 2 en el cPPO..blasto y ~ en el .. -
CPPD-c:occ:t. Est:os hall.a::goa: apar.,temente contrastan c:on las multiples 
bandes de pre'=i?tt:aeifui .nconti:ado.c en 111 IEDD para estos rn!311J03 antt­
q.nos. Sin embarqo en la EGPA lo q~e se pone de manifiesto es •l n6me­

ro de teeci::1.one11~~ contiene el antfqeno !)urif!cado CtPPOl que pudierl! 

c11pre!lent:ar tres i::omponentes independientes o bien componenteg det una­

misma mol~eula que pudietran haber~e 3ep11rftdo poc los d!ver3o.s pa9o5 -­
del proceao d• purlficactón. Por otro lada, en la IEDD no 5Ólo 511 ide!!,. 

t:if'ica '1.11 pres.,cta de diferentes fraccione:; .snt1g;ntca11 111no tambi&n­

un11 qrM qar.ia da determ\nontes antiq~i.-:os pre11ent:es en \.lna •ola Jnol'­
C\lla de ant{gomo, que dar!en raact!vidad frente a una pobl11ci6n hetare, 

?&nea de anticuerpos GU'-" se rieneran !rente a una inl!ll.lni;:ne.ilin eon r.:n -
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anttgeno compleja como es la histoplasmina. 

Al incluir marcadores de peso moleeular en la EGPA 9 se encontraron 

fraccione~ entre ~4 y 25 Kd para !·brasillen$fs. &s interesante notar­

que al ant{qeno especifico gp 43 de ,?.brasilien>1is descrito por Pucela 

,..!!- ~· (]9) .que precipita con suero hiperlnrnune anti-E ttene un peso -

111o1ecular de 43 Kd. Anderson tl .!?l• (tl en su trabajo sobre _s.fr,'tmitls-· 

encuentra fracciones reactiVaG conteniendo carbohldraton y protelnas 

con pesos moleculares entre 10 y 60 Kd siendo que en este trabajo se -

encontraran en ta coc:cidloidlna 6 fracciones entre 14 y 36 Kd que caen 

d.ntro del rango de pesos moleculares encontrados por l.li.derson. Brad-­

ley ,!! .,!!• (6) identificaron por medio de sephadex G-200 1 en el !il~r!. 

4.o del• ~ase micelial de ,!!.e11p!!1U1atum (histoplasmlnal,adem¡s de eo:npo­

nentes de alto peso molecular, los ant1genos h de 30 Kd y m de 24 Kd.­

&n el pres.rite estudio la histoplasmina 1110str6 3 fracciones con pesos­

lllOleculare• entre ~4 y 29 Kd. 

t.os datos _,teriormente descritos sugieren la presencia de fl!Últi­

Ples fracciones antlgenlcas o bien una all'plia ga111a de determ1ncnte~ 3!!. 
tiq"1icos en las preparacjones crudas y purificadas de estos hongos. -

Esto explica la abundancia de reacciones cruzadas entre ellos que illt*-. 
Pllce la necesidad de un lllÍttodo que loqre el aislamiento del ant1qeno­

•apec!fir.a en suficiente cantidad, o bien técnicas qUe bloqueen las d~ 

termlnentes de cruce. Esto se ha colll8r'l:ado a realizar mediante la uti­

lizacl~ de anticuerpos manoc:lonales (42). 

Es un hecho ampliamente ecnocido que la fra=ci6n proteica de los­

ant!9enos fGnqicos es la respc:insable de las reacciones de hipersenslb! 

lida~ tard1a 9 mientras que la fracción poltsac,rida es de il!IPortancia­

para las reacciones intnunes humorales. Los ant!genos aqU1 estudiados -

presentan un alto porcentaje de carbohidratos lo que los hace Gtiles -

para las reacciane• de preclpitec16n. Sin esbargo, también presentan -

una frece!&\ proteica qUe los· hace r•activos en las pruebas de intra-­

d•rJ110rreacc1E.n. Becerril ,!$ .!!• (3) MOstraron en una poblacilin de pa-­

citSites can enfermedades respiratories,utilizando los antlgenos crudos 

y CPPD~s qUe lo~ primeros presentaron une mayor reactividad que los a1,l 

t1qenos purificados (CPPD-s) en pruebas de menos aen.sibi¡1dad como la­

lnTllUTiodifUsiSn en gel y. la contrsinm\U\oelectroforesis. Sin embargo ...... 
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los CPPD~s fueron Gtiles en pruebas de mayor sensibilidad como le ELr­

SA. A pesar ~e que los CPPD~s presentaron menor reactividad que los ~ 

t!IJ'enos crudos en las prueba::1 do precipitación estos son quizás más -

Gtilea pDC'que exhiben un tienor grado de react1vidad cruzada. Loa ant!­

genos crudos por reaccionar en pruebas de fácil manejo y r&pida detec­

ci&n sea los ideales pera estudios de preeipitaci6n en qeneral y epid,S. 

m1ológicos 1 mientras que los purificados son útiles pare pruebas de 

diaqn&atic? y pron~stico ya qUe ha sido demostrado su menor grado de -

cruce en estas pruebes (47,49). 

ria hay que perder de viste lilll importancia que revinte la obtención 
de un buen Mt!qeno. Hasta la feche, no existe uniformidad en cuanto 

.e les condiciones en les que se realizan estos estudiost les cepas y -

medios de cultivo utilizados, morfolog!e del honqo, tipo de ant!geno -

(de fJltredo de cultivo o somático> y metodol09!e de obtenc16n y por -

lo tanto es dificil le comparec:i6n de los resultados entre diferentes­

leboretorios. Sin embargo, le experiencia adquirida durante el presen­

te trabajo muestra que el mejor ant!geno proviene de cepas autóc:tones­

eislades de pacientes con micosis; el medio de cultivo de donde se ob­

tiene debe ser sintético o semi-s!ntét!:o pare que las substancies de­

elto peso molecular del medio no lntervenqan en la acttv!dad biológica 

del ant!qeno espee!fico en un hu,sped susceptible; la fase m1c:elial -­

del honqo es la mSs reeamendeble pare producir ent!;eno por ser m's f~ 

cilmente manipulable y producir buenos resultftdos, además de que proda 

ce resultados 3imilsres al ant!qeno que proviene de la fase levaduri-­

forrne. Por Glt1mo la util1zac!&n de una metodolog!a sencilla para la -

producci&i de ant!qenos a partir de filtrados de cultivo qUe ~mplice -

bajo costo y buen rendimiento, haca que las preparaciones antigénicas­

as! elaboradas, pueden ser ampl~emento diflltld!dos entre los laborato-­

r!os qUe realio:an el serodiagn&stico de rutina en la.:; infeccione~ por­

honqo:J• 
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ABSTRACT 

Crude (histoplosmin, blastomy:in, coccldio!d!n and paracoccid!ol­

dln) and purlfled (DeproteJnized polysaccharide-proteln complex OPPCl­

antl9ens from Hlstoclasma capsulatum, Blastomyces dermatltldls, ~­
~ ~ and Par11-:oc":"td1olde!I brl'l.sillen!Tts, etlologlcal l'l.gent~ 

of systemlc rnycoses, ·.o1ere used in a cornparatlve lMunologlcal study. O!, 

fferent authors polnt out galactomannans as responalble far cross-rea~ 

tlon'll among fungi. Therefore, both crude and purifled antigcns from -

these four fungl, were treated wlthOC.{25ºc, pH 6.5, 30 m!ml and/3 (31° 

e, pH 7.3, 30 miml galactosidase in arder to ellm!nate cross-reactlons. 

Release of galactosa ~as checked by th!n layer chromatography us!ng -

their sp.clf!c substrate a~ control. Antlgens were assayed by ouchter­

lony•s lml!IUnodlffuslon test uslng hlstoplasmosls human sera befare and 

after .,zymatic treatment. 'In arder to observe the dlfferent antlgens­

r•activlty and cross-reactions present ln both crude and purlfled ant! 

genlc praparatlons, a bidimensional lmmunoeleetrophoresis test with r~ 

bblt hlperlnmune antl-!:!,·c~P!l'1latu~ serum was perforr.ied as Well a!l 11 -

tandem comparlson among them. Enzimatic treatment suggeste:d that crude 

and purlfled antige:ns prese:nt /; llnked galactose and that galactosyl -

residues ellmination dld not modofy cross-reoctions when human sern -. 

was usad. Bidimensional lmrmmoelectrophoresls sh~.o1ed 14 preclpitation­

bands for hlstoplasmin where bands 1,3 and 4 are spec!!!c appeared mo­

re eoncentrated Jn tts correspond!nq DPPC. Tandem comparison between -

histoplasmfn and the o~~er antiqens studied, showed a qreat dlverslty­

of comrnon antlgenic -:leterm1.nants. 
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TABLA 1 

PROTEJNAS Y CARBOOtDRATOS TOTALES DE l.OS ANTIGENCG CRUOOS V PURIFlCAOOS 
"(CPPO's) 

ANTtGENOS PROTEfNAS CARBOH fORATOS 
UQ ml " ml 

CRUDOS 

HtSTOPLASMtUA 3662 4500 

BLASTOMtCIUA 2329 6548 
COCCIDtOIOJNA 4080 6500 
PARACOCClOJOIDJNA 3750 8000 

PURI f"t CAOOS 

CPPD·histo 205 1159 

CPPO-b1asto 255 1952 
CPPD-cocc1 134.7 1621 
CPPD·paracocc1 86.2 1550 



FORMA MICELIAR 

3-6 MESES 

26 "C 
TIMEROSAL 1/5000. 1 SEMANA 
FILTRACIÓN 
CONCENTRACIÓN 

H1sTOPLASMtNA, BLASTOMtCJNA, Cocc10101n1NA, PAP.Acocc10101otNA. 

FASE ACUOSA 

l DIALISIS 

CotlCENTRACION 

j PRECIPITACIÓN 
CON ALCOHOL 

CPP 

EXTRACCIÓN CON FENOL 
56°C - 1 HR 

FASE FENOLICA 
DESCARTAR 

1 PRONASA l~ - 5 DIAS - 37"C i SEVAG (CLOROFOR~o-sUTAt!OLl lOX 

CoMPLEJO POLISACARIDO-PROTE(NA DESPROTEINIZADO (CPP-Dl 
CPPD·H1sTo. CPPD-BLAsTo. CPPD-cocc1, CPPD-PARACCcc1, 

FIG. l. ESQUEMA DE AISLAl'llEllTO DEL COMPLEJO POLISACARIDO PROTEINA 
DESPROTEINIZADO 1CPP·Dl 
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Fiq.2 ro en gel tle suero htper~nmune de conejo onti li•~i'lr:i<1•:lq~·~~ 1:::) ,;en 

los slquiente~ ant!qenos : 1.CPPO-hf~~o. ~.h~1topla~~!n~. ), CPPO­

blasto, 4. bla$to~iclna, 5.~PPD·peraco~ci, 6. ?8rn~~ccict!oiji~~· 

·' 

'Ci 
·---~-

;,· ... 

f'ig.) ID en gel de :;uero l\iper-!nlllul'\e de conejo Mtl ..S:..•'r1u11H;i11 fe) eon los 

~t9u~ente~ &nt!qenos : 1. CPPP-coccl, ~.coccldloliina, J, CPPO-parA 

r.o~ci, 4. parecocr.Jd~oidinA, 5. CPP~-blesto, 6. blasto~!cina. 
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Fiq 4 10 en c¡cl de suero hipcrlnmune de co1H.1jo anll- P.brnsiliensis -

{e) con los slguicnteo ant{ge~~s : 1. cPPD-p~racocci, 2. per3~2 

ccldloi<iinD, J. CPPD-hi~to, ~. histoplasi:iina, S. CPPO-hlo.sto, •• 

6. blastom!cina. 



Fig S ro en qel de suero de pactente con h!stoplasmosls (!il :.:on '.on -

st']Uienl:es ant!genos : t. histoplasmina, 2o C?PD-his":o 1 Jo Ola,t 

tomi=lns, 4o CPPD-blaato, 5. para~occtdio!.d!r..:i, ,;;. CPPO-pn:a:::o­

cc1, 7. Coccidio!dina, ªº ~PPO-eocc! 

6 

Fig 6 ro en qel de suero de paciente con cocr.idioidom!cosis (h) ccn los 

siguientes ant!qenos t lo ~istoplasmtna, 2. cocc!dio!dina, Jo po­

rococe!dioidtns,.1. biestomicina, 



Fig 7 ID en gel de l!>uero ~e paciente con histoplasmosis (h) con lon si­

guientes ant!.ge~os crudos tratados con O<.-galactosi1a:ia : 'l. his­

toplasmina1 2. coccldioidina, 3. pnracoc~idioldina, 4. blastomic! 

no 

·-·- .·· :.a ¡ 

FJ.g 8 f:O c:n gel de suero de peciente con histoplasmosis (h) con los si­

;¡:.tientes ant!.genos purificados tratados conot.-;}al11ctosidasa : 

'l. Cl'PD-histo, 2. <.:rr·O-cocci, J.CPPO-psrncoccl, 4. CPPO-blasto 



_,.;,'.-- ••. -~.J 

Fig 9 ID l!!n gel de suero de paciente c::r;in his':op:!.!'!Sr10sis 'hl -::ir. ~~; J!.­

gulentes anL11c~o~ crudos ~ret~~os ~on P-1al~ctos!~a3~ • :.r.!s~~-­

plasmina, 2. cocc!dlolalnl!I, ~. pl!l1·:.1:0-:~!dl.oir::llni:1, 4. •i:ss:o:-i~:::~n'l 

--~'-"--· .
... ·./i_;_;_·.·:._._,·_~~--~··_.,.;;;:, .... .-... • ',_,,. - '". ,_:_; . -··.~·:'_,~_;:.-~.:.: 

f'lg 10 ID e:: ~et de su~ro d~ paciente ="n hl.'ltop1l'lst:'1osls Chl con 'los si-

guien':eG on':.!gcnos purtficndos trat11dos con p-galB·~losldl!lsB 

histo, 2. CP?D-c~~ci, J. CPPP.-pnra~o:c::t, 4. CPPD-blasto 

CPPD-



Fig.11 IE.00 de le histoptesmlne eon 

sue:o de conejo hiperlnmunl­

zedo con ~t.igeno do !:!•c1'p,u 

111tu~ en> 

Flq.12 IE.00 en t~dom de la histopla~ 

mine (Hl y CPPO-histo CC-ll) 



Flq.13 IEDD en tandem de le hlstopla~ 

mlna (H) y blestomielne (Bl 

Flq.14 lEOD en tandom de le h1:itoplo!, 

inino !Hl y CPPD-bl11sto (C-B) 



Ficr~15 l~O~ en t.andem da l~ ~!stopla~ 
mina (H) y pereeo~ctdioidine -
(P) 

.,._, 

rl~o16 ~€0D en ~al"ldem de la ~i3~o~:~~ 

i::i!"a {11) y CPPO-p.,-ra-::-occi {C-?) 



.17,.,, '·' 
·~;~~_;_:~2 ··;_ .. ~'..:: :_.! 

L,._c~~.~-· _.:.......:_._ ... _ ......... .i 

Fiq.t7 IEOD en tandem de lo h1stopl~~ 

mina (Hl y i::o:cidi0Jdin11 (C) 

18 
(;o 

e-e H 

F1q.t6 IEOO en tande~ de la histopl112 

mina CHI y cPro-i::oci::l re-e> 
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Fig 19 E:leetroforcsis en geles de pel h1crl 1.l'!.rr.tda 

H) histopln5::i'.na, b) btaston·l-::lno?i. el cocei'.:!:!.oidina. P~ p!ll'.-ti:occidioldinti 

AD) albuminl!I llcwlnri, AHl 8]b11mlna de hue.vo, G-3 f.'OH) gliccraldehido-J fosfato 

::tashldrogenasa 1 AC) anhld1·nsn carb6nica, T) tr1pstn~11cno, 1·r) 1nhibidcr del -

tt'ips1n6qcno. O(.•LA) alfei-lactoalhm:iinn, l'dl kili:idaltonr; 
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