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- Bl contacto inicial entre el parsslto Y los receptores de la
membrana plasmitica del fagoczto, juega un papel importante
en el destino final de los paradsitos fagocitados. Con el
propésito de identificar las moléculas solubles de membrana
de macréfagos gque actian como posibles receptores para
componentes de Histoplasma capsulatum, en el modelo murino,
se planted el presente trabajo.

Be utilizaron ratones machos sinqenicos de la cepa BALB/c,
divididos en dos grupos, ratones no i e inmuni
intraperitonealmente con levaduras muertas de H.capsulatum,
de los cuales, se procedié a la obtencidon de moléculas
solubles de membranas de macréfagos peritoneales. Para la
determinacién de las moléculas que reconocen
espontaneamente componentes de H.capsulatum se realizé una
electroforesis de éstas en SDS8-PAGE seguido de transferencia
a papel de nitrocelulosa. La identificacién de 1los
componentes solubles que reconocen fracciones antigénicas de
Histoplasma se realizd en presencia del antigeno crudeo
histoplasmina, seguido de lavado y reaccién con anticuerpos
anti-H.capsulatum presentes en suero humano de pacientes con
histoplasmosis. Para el revelado sge utilizé el método de
ELISA, con el sistema estreptoavidina-peroxidasa/anti-
gammaglobulina humana biotinilada. Se procesaron muestras en
ausencia de histoplasmina como testigo.

Los resultados obtenidos utilizando geles con gradientes de
poliacrilamida de 10-15 y 8~25 % al proceder 1a
electroforesis de las moléculas solubles de membrana de
macréfagos, muestran un patrén de varias bandas para 1las
moléculas de macrdfagos inmunes y ne inmunes, siendo que 1la
mayoria se observan en el rango de 26 a 84 kDa, ademas se
distinguen bandas de pesc molecular alto de 119 y 180 kbDa.
Las transferencias a papel de nitrocelulosa permiten
plantear que hay un reconocimiento, entre algunas proteinas
de membrana y componentes de la histoplasmina, que se
expresa por la presencia de dos bandas gue corresponden a 68
Yy 180 kDa, observadas en las proteinas transferidas tanto de
macréfagos procedentes de ratones inmunes como de normales.
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LAVAR PBS 0.15 M pH 7.2

EXTRAER 'Y SOLUBILIZAR PROTEINAS DE MEMBRANA
.CON:LA MEZCLA (NP-40/PMSF/METANOL}
in 25 plfl x 10 MACROFAGOS

INCUBAR A 4°C-30.min

CENTRIFUGAR 11,000 g 10 min
SEPARAR SOBRENADANTE

CONCENTRAR Y DIALIZAR

\

DETERMINAR PROTEINAS

Fig. 1. Esquema de obtencién de proteinas de membrana de
macréfagos.,

Se utilizé el método descrito por Rico-Galindo (21).
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VERHIN‘ACIDN DE:RECEPTORES:DE MACROFAGOS QUE RECONOCEN
COMPONENTES .DE- H apsulatum.:

Fig. . 2. Esquema de determinacidn de receptores de macréfagos
que reconocen componentes de H. capsulatum.
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Fig. 3. B8DB-PAGE de moléculas solubles de membrana de
macréfagos en geles con .gradiente de 10-15 % de
poliacrilamida.

Se utilizé un estdndar de pesos moleculares bajos que se
encuentran en un rango de 14.2 a 66 kba, incluyendo 1los’
siguientes marcadores, albdmina bovina (66 kDa), albimina de
huevo (45 kba), dehidrogenasa del gliceraldehido 3-fosfato
(36 kbpa), anhidrasa carbénica (29 kbDa), inhibidor de
tripsina (20 kDa) y a-lactoalbumina (14.2}.

I) Muestra obtenida de ratones i_.xjxr'np_inj.zadpsv con_...H.

capsulatum.

N) Muestra obtenida de, ra_{;one's;, no. inmunes




‘pig. 4. BDS-PAGE de moléculas solubles de membrana  de
macréfagos en geles con gradiente de 8~25 % de
poliacrilamida.

Se utilizé un esténdar de pesos moleculares altos que se
encuentran en un rango de 26 a 180 kbDa, incluyendo los
siguientes marcadores, a-macroglobulina (180 kba), B8~
galactosidasa (116 kba), fructosa 6-fosfato (84 kDa),
piruvato cinasa (58 kbDa), fumarasa (48 kDa), dehidrogenasa
lactica (36 kba) y fosfotriosaisomerasa (26 kDa) .

I) Muestra obtenida de ratones inmunizados con H.
capsulatum.

N) Muestra obtenida de ratones no. inmunes.
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Pig. 5. Interaccién de moléculas solubles ﬂe membrana de
macréfagos peritoneales de ratdén con del h

H. capsulatum presentes en el filtrado de histoplasmina a
partir de la transferencia de geles con un gradiente de 10~
15 % de poliacrilamida.

Se procedié a 1la electrotransferencia de las muestras
sometidas a SDS-PAGE a papel de nitrocelulosa: se incubd el
material transferido toda la noche con histoplasmina a 4 °C
y posteriormente con suero humano anti-Histoplasma. Se
reveld la prueba afiadiendo antl-gammaglobulxna humana
biotinilada, seguido de la adicisén de
estreptoavidina/peroxidasa y posterjior incorporacién del
sustrato correspondiente (ver detalles en Materiales vy
Métodos) .
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Fig. 6. Interacciénm Ade moléculas solubles de membranas de
maocrdfagos peritoneales de ratén con componentes del hongo
H. capsulatum presentes en el filtrade histoplasmina a
partir de 1la transferencia de geles con un gradiente de 8-25
% de poliacrilamida.

Se procedid de manera similar al descrito en la figura
anterior.
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"""pig. 7. Testigo de transferencia sin incubacién con
histoplasmina.

Se procedié a la electrotransferencia de las muestras
sometidas a SDS-PAGE a papel de nitrocelulosa: se incubd el
material transferido toda la noche con solucién salina a 4°C

y posteriormente con suero humano anti-Histoplasma. Se
revelé la prueba afiadiendo anti-gammaglobulina humana
biotinilada, seguido de la adicidén de

estreptoavidina/peroxidasa y posterior incorporacién del
sustrato correspondiente (ver detalles en Materiales y
Métodos) .
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Pesos molecilares da los’ polipéptidos: solubles-de membrana
_de; ma.crotagos dete:m:.nados -en geles. con gra.diente de 8-25 %
de poliacrilanu.da.

"P'dnré'ap'rmos POLIPEPTIDDS

Las  muestras de proteinas solubles de membrana fueron
obtenidas en macréfagos procedentes de ratones inmunizados
con H. capsulatum (I) y de ratones normales no infectados
(N) .

Los valores de kDa fueron obtenidos por regresién lineal.
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