
UNIVERSIDAD,}~AC!ONAL _ A UTONOMA 
DE MEXICO 

---- -- --~-- .;..::;:... ___ ;.._...:-,;.._~~~-------------------·-- ~ 

'FACULTAD ·DE CIENCIAS 
~:\-':-. -~~\· 

-.--- .:J~.•_,_: __ ·: ~j_,·~-~ ...;::~; --. :~:..t: >~-

. : ~··,-

1'' IDEÑiiFi6AclOÑ:-DE~P~OTEINA~ -DE·M~K.,0;~~~ DÉ . 
MACROFAGOS MURINOS . ou(1_NTÉRACC'10NAN\c0N ••. i 

coM_P~NENrEs LDEL f-Jor.¡_éici~!e:túooÉNb''~- ::: 
c~~~~1aturTi·ts~ .. -~.~ -L~ = 

s 1 s 
OUE PARA OBTENER EL TITULO DE 
B I o .L o G o 
p A E s E N T A 

DUARTE ESCALANTE ESPERANZA 

MEXICO, D. F. 1993 

'USIS CON 
F l\LLA DE ORIGEN 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 









8-25 de poliacrilamida •.••.••....•.• ; .••.••.••• 44 



El contacto inicial entre el parásito y los receptores de la 
membrana plasmática del fagocito, juega un papel importante 
en el destino final de los parásitos fagocitados. con el 
propósito de identificar las moléculas solubles de membrana 
de macróf agos que actúan como posibles receptores para 
componentes de Histoplasma capsulatum, en el modelo murino, 
se planteó el presente trabajo. 
Se utilizaron ratones machos singénicos de la cepa BALB/c, 
divididos en dos grupos, ratones no inmunes e inmunizados 
intrapéritonealmente con levaduras muertas de fi.capsulatwn, 
de los cuales, se procedió a la obtención de moléculas 
solubles de membranas de macrófaqos peritoneales. Para la 
determinación de las moléculas que reconocen 
espontáneamente componentes de fi.capsulatum se realizó una 
electroforesis de éstas en SDS-PAGE seguido de transferencia 
a papel de nitrocelulosa. La identificación de los 
componentes solubles que reconocen fracciones antiqénicas de 
Histoplasma se realizó en presencia del antígeno crudo 
histoplasmina, seguido de lavado y reacción con anticuerpos 
anti-ª.capsulatum presentes en suero hwnano de pacientes con 
histoplasmosis. Para el revelado se utilizó el método de 
ELrSA, con el sistema estreptoavidina-peroxidasa/anti­
qammaqlobulina humana biotinilada. Se procesaron muestras en 
ausencia de histoplasmina como testigo. 
Los resultados obtenidos utilizando geles con gradientes de 
poliacrilamida de 10-15 y e-25 % al proceder la 
electroforesis de las moléculas solubles de membrana de 
macrófaqos, muestran un patrón de varias bandas para las 
moléculas de macrófagos inmunes y no inmunes, siendo que la 
mayoría se observan en el rango de 26 a 84 kDa, además se 
distinguen bandas de peso molecular alto de 119 y 180 kOa. 
Las transferencias a papel de nitrocelulosa permiten 
plantear que hay un reconocimiento, entre algunas proteínas 
de membrana y componentes de la histoplasmina, que se 
expresa por la presencia de dos bandas que corresponden a 68 
y 180 kDa, observadas en las proteínas transferidas tanto de 
macr6faqos procedentes de ratones inmunes como de normales. 
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cori··. ~¿¡~b~1~~~~ ~~f-r·~~~~~i~·~t-~·.:~~}i~~~~~:~: ~el·-~-~e~io an\biente. La 

- -t~r-dec_~a-~:~7~"~~;~i""~~C~~á;__c~'ákci?~piir.:~;0-~"ihE~t-i""i¿ir ---,f~--=-sec-retar-·-una·­

ampÚa_.· ·~'!ri~~aii}1de',tP~~~uc§9s'.~',;: ~~~hes ·de los ·cuales, .con. 
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peso molecular csr-::-0 

·······•. {i\"r ! if ; ·'•··.·····. •· 
El término endoéi~6Sis ·:_t'ambién . se ha empleado para denominar 

la ingestión ··a~ ;:~-~ié'6-~.1'"~~: ~~l.ubles a través de receptores y 

se ha· llamado \,·~~~'~¿~~~-.~is'_ mediada por receptores", que es 

equivalente a "'ié) -·que llaman 11pinocitosis mediada por 

r~ceptor~-~!.' (6)'~~ 
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·~ind~péll~i~~~;;ni;n1:'.;0t'!i~OL¡.t{~~~~fü~cifa\} ~o ·n~ciesá¡.··.· cle~ga;;t? 
e·nél:qétI~O) -:i.':ni~~,n~i~s.-~fq·ue:J~-,1~;~;in9éStl6n es "' .. "depenaterit_e_ de­

te~~era'tÜr~[~ ;eq~{;;~~ d;; uné,i.1to ga;;"1:() d;;' ~n~;~ia. (5).' 

.,_, ': --~>.2 ~:};:~· " ¡~; - ' -. 
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Cabe 
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entre la sÜ~e~¿~:ie ·. i~'.¡\'{~ ~~1'~i.::l1i~~ 'a :;;~r:\il{gericia X ia 
membrana :pla. ~.~at,"~ca·· ;:d~¡;:~': f~~()'6h,i,} C~i.,\ fa~.;;;it<J · ' .. P~ede 

- - é': ,.~· ,,,-_ t" 

discriminar.:. entr~_ Particulas __ n i_ngeribles" y 11 no'=-ingeribles", 
l ,. ~ ~-=-- -~- --.;-------=-:-;----;=-- -

que se loc~li~-~~\.·e~ :·":~-~~--.P.~~~~~-~d~'~.T-~.~:·:\~~-:-~-~~l?r·~~~- --~~-ª~~át_ica 

·, __ ,., 

cuando la par~1cu1a ha' -s1Cfo ;~~gi_ol?a_da ·p~~~::.«~~ ,porc,fón ~e· la 

membrana plasinátiCEt ~"_.::s~\;h~ :'foi:-~'ad(i:·. 'ef-Yfag~-~~má··,· .. ocurre" una 

serie de evéntas _ e~Ca~iil~-~O~ ~:::~/~~:¿~~¡f{:~--~-~:':::;~~-~·¡,~~~~·~t~·, _: ~-~ 
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La .fuemb~~~a!plas;;;átib~ de iriaci=Ófagos c~~t~tJiftl~ ·~~~~·- nümero 
.· . .';;- ·.~·,-;_~::. - ·;··::·:' -~ 

y_' variedad 'de próteinas' glicoproteinas y: gÜcoÚ,pido,; 'para 

-~u r;;~;,ia~i6n y ·función efectora. EÍ<{ste~'.v~~i~~i.~ffr~ ª" · 
~~~~~t~~=~ --~~-~-~~~!:dº~-' _ext~~-~-~~~'!~~~~-7~~-:-~~~~~~~~~~~~j~~~~~~~~~ -=o 

Y .,·cÍue. ·ha·n sido claramente implicadÓs_·.·-~'~-;~;i-~,::~'.~~~~~A.i-i~~:.".:~ál:-~ 
ingerir partículas a través de estruct~ra~·./d~~-·:-~'~C'OOO~iriii~'ríto 

apropiadas, entre ellos se puede!~ ~ita·~,-:<,·(_~~;?~~~~~-~t·:~~·i~_-:~~~-~,a'­
la región· Fe de varias inmunoglobuiin.aS;;,;·_:_éíltre·: ;ids:~.:que_:,:»:Se 

encuentran el FcTRI (CD64), el FcTRIÍ (~6~~2{\;y '.~i fd,~f-~r 
-·. ,· . : ; .. :~--

(b) receptores 
~::.~~-<-··:(~;;~:'. -' 

complemento como CRI (CDJS) para CJb/C4b y' CR~-, (Cllb/CDlB) 

(CD16); para á,lg~'~as., 

para CJbi; (c) receptores que 
' ' -

_entre~ -~élulas y que pertenecen a- la_,_,_-_s~Perfa~ili~ ~,de_ .las 





En de 

células fagociticas, se ha 

estudi~do la-friteraé::Ción ligando-receptor entre levaduras no 

opso~-i.Z"~daS°": .. y<macrófagos cultivados humanos derivados de 



mon';;C:it:~Jf de ~~n~z;e J..;,i~Lica"·.i~ • i:~~: i'esuitad-.,,;. indican que 

-·.-~:;i~-t:f 1j~!1:~k5~J;g~~1füii?:;lrhw1f2t~dt:~j~ªªª:m~:~ q~: --
:;ia.t'~éi¡;~:;,~~di~~·,;~-~f'á-f"~~fü:~éi~WP~~~-¡'f¡~i~-\,;iii~'-• ';¡e ;~~E:i'~l:o~~~ 

·· .. 1~~t~¡f~l~~~~lt~il~iiti~::~~=~: ... 
hongo ,¡;;.,;9,; ~- .i;íl • Eiii · ~ú.P~{f.l~i',; :-{i~~~dÓs '. ~ª"¡:;- i~~· fa~;.'9~¡;;~~ -···-

, '-'ih ~~','.'::_.o'>'·-~ :,,'.<:, •,_ <>";~o'.t: -'...;-;";:~ .~ , .·'I" 

-CR3/LF;Atl/pl50 ;:,95';'•' y ·,-la •trascendencia- de· 'estos hallazgos 

\ paril~l~-rr~i~c!§n']~~P-~_?,_._-o.ep,fs.fo:}nl'i{a·ád• fa.~sf_-_ºd~-eH,-º_. __ H;.~s_._:·_-c·.·a-~nfs~uYl.~af:t:~u·m-~-;. __ fa*;_ •.• ~é:._~s-;t:tª.~ as;. · 'Unióll ~';; i'~v~au~~;;•,:;;, _ ~ _ _ _ _ _ 
inte9ril1~s\fui~;'descrit{ ,~~1_ciáim_Eini:i.' .. _ por: ~Gii~~k·;•~--~~.{9:&t , 
-e i ;¡ r/ ~."ii~J-i-~ N'e~ar1¡tiB>\ d_i!inas~rároh\l" ¡;-~í.'i:'ia1pagi6'ri\cie1 
complej º i:!ois 0x ;,;:;•:,,;'ú15 : ;;,;-r;sn ·•t:i".1a~ tt;;v¡;d;:;-~~;;:~:r'i~~1Yc;;iiu1~~ 

' f(jng icas• r!Ó,;:;~6.;~~:t~n;; ~~ci~J~;.~;,s)i~ii1€frli~st~ ~~i,~~;~~iófri~~. 
h~m<i~d~·; compo~n~e-.. d-~ m~,~brana, -es°~·~~l~lm.;;~te.,~a 'cadena B 

de -las intégf in~.~ c~:··:~F~t:·Li ·--~-1~0·:_~5. ·'~Y:~',~_••_-_.}k~-~.··.L~.-~_····-···--:~_ ·_•-
I~::c--.· ·~;_~~ ~ ¿_~:_:_~~::--,-:;;_·~.~,-~~::i-~·~it~_;-~h,._-;r.'__~- -~~---

- --oo~- - '"'0:-"?,. ·~!. '··?-<- -.~> .. --.· ··-·'-" 

La posilile' p~rüci~~bióñ)'dé} Íg~'. ~}·, b;~¡ ~º;,;~ bpsoni~as 
séricas_~ _ ~~;_o~?Y\º~~4'~'.:~::'.)~~' ~-~~:~~~~(=-:.:.,~~'-~-ya <::~~~~~it~~i~· de 

levaduras ·P_~r ~oii'i:,;,~f~ri~81e'~;¿~sihllci~n,;s-há sido -planteada 
, ' ·""~O,,.-'; ,,-'' ;-, - 'ce·- ... '«.'., ... - .. ~,." • • : '· . , -

por Bullock y: wri9h'(1;(17J'.' y i;i'cir. Schnlir y Newman (18); 

también ft.ierori · ~ i~~e~-t~g~-d~~:; ~:~-~ .. ;,:~- f~gricitos humanos, los 

receptores ~á-~~~it/~~·¡;¿~~:('~~'.'--jh·6~n~~á~dos~, sin embargo, una 

actividad importante ~~ Y~'st;;: - en la internalización de 
Histoplasma (17). 
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~~i:éd i't· ~~yl~r d ci) tfarfrz~ndo .; ·• 

::-_ -~·:·· ~~r¿i:k~·~~~~z-~~~1~~~~1:~~~-~-~:~~:~-~~--:··~a~-6~---· q~~ ~~t~·~· . e·-~;'.1·q~~~ü~-6~·-./ -~n :_ 
~~6~;:~~~;;~~'.-~~~~~i;~~~~}~~-9~~-~-~ -~-·-:'/~: ~-_i_9~ie-tido ---,~~~--_--i.1PJ~:·:~~~-~ :~~;~s-~~~~~:~~~;. _:_ 

(+) y 

un gel de-- áéido 

p-ó_11-~~!iU~~-~~~-~-~-~ ~~~~-,~·::r~~_U:l~-~-d~~ _ ob_~'-e~~-~~s_- .. -_ ~Í:1 ~"~e~~·e_.:::-tra~ajo 
·de~u~Stl:-a~ . ~~-a Pái-t.Í.~i~~ci.6il~ pobre de: ~~tas·.-- re~e-pt~re~<-e~ la 

f~·~~·~·~~~~;¡~ ::·;~'e :\:¡~~:~d.~~:·~ ·y.: ~~~~irnl8ri ·.·~ª~·. '~~~~~~~Ciories de 

aU:1i~~k :;· w~+gllt' ¡ ;_.¡)····· ;~~li~a.das enfá,gocito"' humanos. 

murinos FCT, por 

una..~~t~?~icf~!~~·~e {ddÍni~~'ti~~ de ~rote1nas ~e membra.na de 
·~~cr6f~9~~-·}:~'{~.·~rif~_:c::L"~'.'. '.\~-é-~'rli'c5~,-l:'d~--:~forniaci6n de rosetas Con 

~=~-*ft~~b-~{~o~~~t~~~~i~~¿~~~t~·~~t~{~~-~~-~~~¡~·-en--una ·:linea- celtilar 

éstos con levaduras 

oP.soni~ada·s ::·aei .- :h~~~,~--~·: : Útostr6 que los receptores Fer 

Particip·a~ en -: ·ia' -.- .. -.iÜt~~·n·~·1izaci6n del hongo por los 
'' - ' . --· .. ~-.<·-~ -: .. ,-; ': .. ~ . . : .. :·:· . :' : . . 

n\acrófagOs, s'iil;~emb'~r9o~ ·r1o aceleran esta etapa del proceso 

f'ag~c11:.icO> P~~:~~e::\_·~-~~;j;·~~~-~-~stÓS r~ceptores son parcialmente 

reciclados ~"--:~-ia:-T·~-~~ti:i~-~~..; ~~~ :. Í~- . c'é.~ul~ fagoci tica después de 

cumplirse ,'.30-Gq min ,~=--de·:C,·' fagocitosis de las levaduras 

oPsoniz.~das·- con l:é;Jc;í ·~¿t·i.-HiStO'~iaSma . 
. -·=- --
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:.PLAN'l'E!U!J:ENTo DEL·;¡;iioai.EiUI:~ >o•:c ''"' 
.. ' ~:1 

··;~rithi~,~~-·~::~Y-~.~:~:~ri~:~~d~~:·~~y~;;l~~-~·¡-~:~-7_,·-~6--~~~{~~~~,~e:}_~~~~~f-~~~~: ~~~-'=?Djo·-
-~--~- ·• - , C-":. .,-:..:·· "·-· -- ••• 

-·:-prote1nas; ;--g!"~coprote-1na~-,-:. ~ éíitr~-~7o:tr_o~ -:/_, ::qU~/~P~~-tiC-ipisri_. en 
di'f eré;.¡t,es _f~~~-io~e~-: :~~tü{~r~·~ ~-'_: :~~·~- ~i ~~r ~-6~-~~~i·;_:~~-i:9ún_~~-~ de 

,-.,-, 
itU[:Jort~-~t-e·: en ,7 la estos ;.comPonentes .:_que·· ju':?gar:i: ~-~·~~:, P_ai-~-~ 

¡-~.--' .:,::<>·-;'._ 
relación· hOspedero/par~sii;O·,< y~.:_-_q~e_ -~-~.-~_a, cte~os~rad~, _q~~ el 

contacto inicial entre el .. párásifO' ;y: los ;:'ecéP'.t;,ie;; . de . ia 

membrana plasmática-,--del --fagacitO'~ :~·es -~-~-1~¡:6~-'.,:~a-~~,\-ki~:~é-~t .. i~·6 ~ 
final de los parásitos fagocitailcis. { ;::.· ;} 

con el propósito de . identl.i:icai: ;·~61é;:;ula;;, ·.·•'solubles de 

membrana d=-. ~~~~~~~-~~-~, ~~~~;;~~~~~JMt~1-~~~;~;;~~{~2~~¿~~~~:--_ 
posiblef'.'. re~eptci~~s ·P-~~~'··~~~~~~-~~-~~~~::~~-~-~/:~8.ris~.1~.t~_~I en el 

modelo murino, se plant'e_6:.e1 _·p~-e~~~t~.-'.~r~_oaj(?~; 

12 



Existe una i~teracci6'ii. entr~ _ .motécUiaS so1t.b1~s de membrana 

de macrófagos peritone;,les de rat~n y, c~~ponentes de, H· 

capsulatum~ 

1 3 



Identificar 

macrófagos que 

las ¡,;olé~~l~~ solubles de membrana de 

acttían ·: .como-~ '-p~·~·i~i'e~:· . _r»t;CePt.Ores para 
; .,· ·, 

componentes de levaduras ~':: .. Ji; ·.'c'aP~~1a·t.~ni,··:: en el modelo 

murino. 

14 





de -suero fetai. -bovino (Gibco) .-

~."i · __ ·,_;: .,_~ --~~·;-. "-- ~. ·-. -_ -

-;--un.-'---~método 7de extracción con detergtmte-s·';--:~páfá~~sep-árar---'-·"----

. . <.,¡ /' ·:(;'¿...-'/--:·:· ;.> ~.-",·j :: ;·.,' 

pl8nteaUiie_nt~ general para solu_biliza~~·-pf~~E7~;-~·~s.' ~e i·rit~-~~rana 

ñiaciófagos (21). 

Una 

> ::. - _:··:.>·.;'.;_­
concentradas' 

vez qu~. ; se a·bt~Vi~i-~ri ~'!)i'~:~ '.i'.:Cf~-~6~i~ries 

'de·:, moléculas ,_";s~i~~·1·J?~~Y1 :· ~{;·éstas· fueron 

por-. :_centr.ifli9~éi6n --;:·~-~-~':y(- por. -~-:~:~-·:·sistema de 

de 

16 



,_ ~;.·, .. :.: .... ;:_ ... . ··;':,;:,: 

-~1 t~~f ii~r~ci~;t ·• de , ;; Mf il1~c;;re' ·• (~Úij,po~e 
IÍadforcÍ/ f.iA;¡ C:" 

c;orporation·, 

-· ,_ 

~::<- ".,:iI ·' ,-. ~::~'~>-? '.L\:./ - ; , - -i.-~ 

... '•' .- ,··:5-,;··' ····'' 
·:.:· -;;[:-·.'-· ~j .. ::< '·-~-:::>"- -· - };- ·. -: .. ; 

· ·-;;r:~;!~~i~i!!~~~~~i~i~~J~i~~~J~~¡¿~~f ;it~;'~~i~;tteinás 
•--;·'.- ~;-~;O' ;:c.~.c::. ';.:~:~::: --·.,:.,:•' '~~~·~- t""" <.~::.: .. :'-'.~~-;'..~¡~'.~ ;:::;~~{;~ -o:'" ~-;'.#-: ·->.·:+'.~~ ;· ~ -;:, 

.';::.\:-- --~:;, .. ~ \ ·_:·-~!;_· -·,-~.' '"J'..;l ,.-, - ·.~ \:• ;·:-,-;,::-·-

·~:-'i~·-- .E_~ ;-,-~~>-- ,._' -.-.~:;·_ -:"".: {:~,t '· :·~,_,-,:o·;;/;, -·2;'J :-:'".'i:~:{i;':-f ;-~-~l::~-f~:;:: -· -

. -~~{ª~f~~fº~f tis
0

•••

0

:ªi: n
0

-. __ .. · .. -_·-.••.:.91 e8:10e8s-~.- ~P:_A;GdEe)I_.-_:l~~Ú~~7~i1a.;.i~aj{~'o~0 4o4ecil · 
', SUltatd <"d~;:; w ''de 'C molíi~ul.iif-:c: ;¡~lü~¡es~ de _ 

. ~-~~~~~~-:·.-::~:~ . nf~1;:S-i~·~~~·:] · .. \~~ :;;=:~~i~-~·~~''.{~-~~-~~f~~~i:\t~~~::;};::~-{~~{ti-:: el 
. _;_ .. _.,· .-,_ ,.· .. ·,._,-'. -
método descritc;; por··. Laemmli' (24j.':i:a'c;eie'étr_J~oresis-'>fue 
realizada en dos proce~imi~~t~s dúefe~t!'ii; 'U~~"en;'9~?e~ d~ 
8 0025 % de gradiente lineal ci.;" pol~a~;H~~fc}~; ~~::.:;¡,c·"~P~~at6 
_ Phast,-System (Pharmaci~ LKB, B~~t~~h~~~o~;. s-7~i0 ~~:g~~i~~Ú;; 
sweden) con tirclS de anl,o!-ti9ti~d(;'l:· , -~,~~~;'/ Y;:-::.1 ré~~t:i\~o·s 
complementarios de· ~~~r~~~·j_·~-/c:_ 'ei · º~-~~'/ :;~~:~-.~~I~~x;~"~·:; ::~o~ 

___ --~radienfo de_ 10~1~~ _de Pº_3=~ª_":j_l~~ld;, ~ll":~n~*~fa~~,'~'.~j,~~":. ;_: 
II Slab· .Cell (Bio-;~ .. ~ L .. b~r':tories,'.RiC:~mo":~;!.~Ai') a un 
Vo'i~aje_ ... con·S:~~~te ··d~ .' 160~_··,:~: __ a~ran1:_e· ~'_~·,h .'.,_~ri ~:;~:~~;;ig~~;~~!~~j 'd~ ·: 

::±:::;!Tutiír:J.~t~h~~~•1".;a,'n¡~ .. 1.:.: .. ~Jun•:a,f.'.Ydf ?iJu::•c~6~ni$1~.:2;t 
La·s··>::mü··~·~·tf·~~ ·<~-~~~-~~:,<.,;~·~~~'.~f~J~~~, . ... ... en 

amortlg~·;claWc4~~~.;i.;~~R; , Ú mF;éi~/T;¿:Íl~i\'o~ 5, ~J;P~ ·~'_ s} & ; s 

mid~ 91iC:~;_:-ó1} i;6,m1 élc:sosS~'á1:/Ío%¡ ~i'..¡,!;ni?·~~;B~ 
merc~pt.;~fa~~1>'ii. /;,i1 ~~. ~z\,{'.J~'i{,~~~~~~~á{; al ··0:1··%y 4 ;o 

- _ ~l_ ~~~}~~j~~- -~.~~~-~·~·!-~.~~~.~~~ ~~~~~"~~~·;;_. -~~;~;:~:;~ -~p-~c~~:~~~~as,.~~~~~-:~el 
17 







W• o-'•• •O •¡,,~o~'áE ••'> ~1~02~.:2:,~L, o.> > 
;>:' __ ·:: .~,· .. ~?\<~;>1;\ i~7·:.:~r.~y··~.~-,,\·::,;·~~(;·:~·-}-\':,_:·: i ;._-~ ~ 

preparado· en>500, ml •cde .metano1,:::·lOO:::m1 ''éle •;ácfdo·.·acétié::o y 

cbp _1000 ~ml~ cf.i~ ¡.~~~ t~~~j'..;'~{~·üf: P'óíi'ter.l.orrnente se, 
eies·tifief·o-n<~;, º~x-.. , -¡~~~ -~-ó:1uc1~i:-~ ;.~:·Zi;_:~¿~ ci~~-~t·:-:~;:.:~-; -m~-t~n~{:~:~bs~1uto, 
10:0%L~e~t'á6~~ci :t.*~f'j'd~~~Y;~.··.'~0;_·6·i ~~~.· '~9ua:: J~~~;\~J.i. se 

-- - ' :; _:-~:;-~-:-;;::-?" -

éa1~;~a:ron~ -en iS01Uéi6ó-~preser-vádara: __ -dB:.:1Ci:~ Ot·-~-de J.áCidO~ aC"ét·i·a~-

. y io: 0%-· d~'=';lié::e;.;i};;,;;~"i~ente~:1~i~1-9~ies';~e~dej.lr'bn• secar' 
,T-:,. 

:5-?} "' ':' - -} -' 
-=,.;;:-~_.,,--=--'' º'',. i~~-'~ - ·,:.~'.~~-~ ~?:> ~':~.:~~--

Electroinmunotransferencia. Las 
-~- ~ -~~:\:-;·_:_: ::·:~ :º~~: -.,-

~~ot~ 1'.f'.~S\ 'obteiií.d~~ 
membranas fueron sometidas a eiectrofor'~s:üiS·.·,;;;9ui:C1a 

transferencia a papel de. nitroce-1uiO'scl~·~~:.-clOrld~T'.se>i;'~:o.é-eSarOn 

las reacciones de reconocimi~lli:b ;~ii~i~'.,f~~~~~~¡y~~:~~ei~as di> 

macr6fagos y componentes del jl;,ngi{pr.;'selit~f ·~~- ef:filtrado 
histoplasmina, seguido"-· d~ ;; ~~-~~~,i~~~;!I·d~~:~~,-~;i~~-~~~~;~·~~:-~anti-
H· capsulatum . '(·_, P~~1;.~.i~~-~·~>··~ ;~~Véi"cl~~.~~.· ,PE'~ '{~·~~h~ensayo 

- · ~~:im:;ºi::1i;~ii~e~i:~:;_<~ft@~tJ~tf~~~~i¡~~=~:~:n ~: 
ca1~-~:_c'~6s·::·- ·un~ ::-;~yez~~: ~t:6c~·sada-"-:· 1a~ :;: .. ~~,~~~~·¿;~~·~k~I~ .·:de las 

prOt~.I:~~~ · ~-;;-~.-i¡~n;b~a'~~~}'d·~::.:~'ddi;·~~~gtj'~·~,,'.;:.'~i'.:-9~i~~·.,;·o~t~'~ier;d~. las 
_·,,;.:;_.. 

prc;,t~in~~~ _fu~·;-: C~ioC_~do-(·e·nti:-'~:lp'ap·e_ie~);-~e;::n~~r~qei:ú~Osa ·de 
~ -~ ~: 

poro· de. 45 ¡.~ cliia"iiaC!>';.'y ).a',transf;;rencia'Cse:'reá'úz6; en un 
aparato ~iiil'Tr~,~~~~iJ~?c:¡{i: :c~io'~~adl a·<Í~c.C:o~un volt~je 
constante de 100/ ~'. ~'.-, ~J:;::~;~f~~:~·~¡-~··;·~'-· h:;::~·::~~,ahd·ci.-·:--~~6rfi~~~·d~r. ··de 

?'.::.:-;::-;.-\!;';.;_·:;:;::.-· '·<',_;:·:.>: ':._:: /, :.--:·_·'··<".:>· ···.' 
transferencia PJ;l . a: 3 ':é::c:instituido :'.por , o. 025 :: M<Tris-ba.se, 
0.192_._M ~gli.c::_~_J'.l~- ·y ~p_% ,~~~-~;h~~~~~-:?e~~~~ué~· de ·la tr~rl~f~r·e~~'ia, 

20 



,- -·" -{ ·''J:)- - ,:r:, ·- ,_:~/-
;_::_;~,\- ,, ,,¡, :i,_;'._.;:_·::::~J ;_~~sj ~-:.~ ____ . '~; 

_- ' ': ~~'.~_~,:~----~- - ·-' ' 

.'<~-~-i~~5~~--- ~-~~~~¡: \ -~~~?> ~':1tr . >~~'.:~? ~' 
·,:~~\;_c9r~t?. ~~~f~~,~~~-~~~,~~~~~~~gft·~~~~ de~~-~it:r6c~íiit~-~'c{{ en<· 

,_--_._º7• ·.· 

55····.:_._c_-_,_ms_e;~-·-· __ -_;iin_~c~ujbnaa.r~oians··--·l:_:·a~scm_·-··~t-iar~a~srt,-.··dj_;u~ruaa':dnit~re· .. -._·_: __ g~ao,; 1.·.:_,mt,~on'·~ :~~ if'i.s ,;~~) pH ... ::~i:'2~f:;~~-c·~~;ci~~-~~:Ta-~~-=·-· -
~1~~~iff~:s~~¡J¡,~~~i~1-i.i(S _~:~;~~Si~~----:~f~~~~; -~~;.~;;;r;,,,¡;,;·, -~e 

·~;ig';;'e~Ó"·, ei:$~~anhgeno~--~histÓpÜÍ..-miria •:(32~5/ ~-~· ~'~'f.'¡:,-f~1il~/mii~ 
··a1l.ü1cl~' 1: ú> 'eíLTas-.iit;ü;nit;a'aic.::3 :E:Y'~(~e;,_"il'l/u:1>6'~~ºc1ii-<·1•.-'-• ~­
néicli~ .. -o~s~,¡é~ _·_ de_ iav~r ~i>ri. ~~s2~'e~ri ~ )5 , %i va~'1a:<i'- _\1".;"e" >­
e~s-.e9_uida. se adicionó -~~l "_~;-:~n·~~"~~~f~'~/~~#~~~~~~~.~é~:-:-~~- :·;,~,~.~-~:-~nt~>·.; 
con histoplasmos-iS·~---~: c~h~.-: ·ai't-a~::,?~~C~lVi~fii"d·.~-~~tt~iii~t"oPi-o-á.sID~-~ --~¡:¡~ --

~:º---' !-~ :=-~·- ----· -

pruebas serológicas. ; La,;': ií1CUba'Ci6rl ~:~~-~-~:-:~-~~-.i~iJ.~rp~:- .. -.<~'~ti~ 

Histoplasma se realfZ6 por -.-3. ,'h k-:Jt~~~e~·~~~;'.a a:mbiEinte 

seguida de lavad0--\.-~~~-;:'.:_··~~,~:~~~~~.-~-::·6·~º~) __ .~:~- -Lá-.. r~á'"cC . .i6tt:~-ftie':. 
revelada por el l11ét~d~ '•·d~ f~~I~~ (25), con el 'siStema 
estre ptoav id ina-pe.r;;,¿{;~~~~ an\:i::g~;Ju..;g iobÜl !ria. ~h~~a~~z. 
biotinilada ~ ábtenI'd'ai'.'~;,;,;-' ; c~bra, ··• (Gi~co) . · ·,El • ªº?ljug<td~ 5 

biotini1adcí • fue_ d~·-~*fi~;;'~~·¡¡!~~~~.t~~~~:~~ 'f ·-%5.~~~f g~,~ ;;z E!~. 
conformidad·.·~~;:;··:-~-~~ cJn~~<;'~C::J.t)?l~s··~e ;la ycas~ C::~~?C::~al_., se 

_ incub~r~~;Xf as~~~~i,''?~-i~n~~i-"\{~~'.~i,f ~~fo,c.f~~ ~-'.'"'c::~~~i:~ri~i;\\~: 

'.:'.:.~~~f iY}~ll?!l~ll~~~~l~~~li~~;r 
tira .· · . ¡;f.~ti~~~~~f;~tMillif.~~~:~~f·~:. f [fe-_ _nJ-_:,~-T~-~815-~~ª,~~l~~b¡;uFrn';>n· :.•ª·-·:_,ª1~~-gúrL e-Specif·ica~i~~:s.~:'-~~:.~'.~~a~f:j_~.-~~-ª·-~-;~~-~:~.r::~a~·.;. ~ %~ 

:::·~·-~:~:· s~~~j~~~~~~:t~~~1~~i~i~~~·~rt~~r,~fJ'.fi:g~~tr::·º~:-
durante ,·:10- ~~~'. .:~~-g~d-~~-;t(~i;'~~- ~-:;:;:-~-i:J_~·~~~-~~~:~\j.;~ f~{i~-~;:Mfi~:~·~· 'dé 

niti:-oc~i:J~b·~-~~ :~~~~~ri~:-.~¿~·i~~~i~J~~~~~ri-t·f:}~~7~cif~'C~~¿~~~--:~r:~~~ladora·, 
21 



- •: ·. 

" ... : ·.': -.'. - ·.: ·_" ..... :~/'_ 

obtenid~¡·ª"~'r¡;_r ;¿·l~ soluciÓn.:~t~n~ar:·dei sustráto de 
2og ;:d.;,\é3.:.~~inCi~9.:.i:,'t;úcarb~~6i'..;; (Sic:];;.a)i• en '2:•s' ~m:t . de 
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RESULTADOS 

Electroforesis en 

sul~ato de sodio 

membrana 

En la 

de 

se : ubican_.·· en~·. que 

están 

- - Este patr6n - es lotes de 

provenientes 

de ratones inmunizados cOn le,vaduraS de- H~ ··capsulatum, como 

_1as _ provenientes.~'.de __ :r_atCn:':,e·sc iíO'.rmlties_;nO-~irimuniZclaos. 

Para 1a e1éctr;;i6í?~~I~ -~~~·rf~~~r li~-- 9eies de gradiente a-

2s% de po~i~~~¡I~~f~;y,_~~YJt~~¡~~~~J!~~~~;~jor.sep~~aci6n de 

los pol ip_ é~tfd_--~-s_YfY_ '_-·_;i:_'1ii_'_'_n ___ :'_t_b_'_ ' ri'f:deci_-; 14\· bandas• , i Fig. 4 J • La 
- - " <~·~1~_7' 

aete~-i'n~;~·i.Ói( ,~~~'.~_.;_-.:.~-~-?~};:P~~;?s:;, ie·cuúú:·e,s:<:ae_- (las.:· 14 ·.':·band8s - "~{' 

refe~ida~:¡~;_¡~·; cá:(Cüia·ci'a··,h?Or:.:-. rérJré'Sférn· ü:i'ne·af ;}i?Se _ci~_s·~.~va ··~n 
la tabia .. l~ .S~en~o la·s '~~:~-~~--~~-~o~i~~ji~~~~~· de 26;·:. 33·, 39, 44, 
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t,~-,rc; ., 'o. : ,,. 

, }\, _· ,-~,~/ _)_ ~;'., .. .:_ .o :~L~~.~ .:.~_,,,.. 

· 45,- ·;·~'; '.::_54:;g;\~-~¡-•, ~~; ·~-~~.-;t~~i? io~; Üg-- y/180 kDa que 
'.'-:':-~·-< _._-> .. ·:._ ~; '>.: :.:.:·.{·. '.··-c::~L>.-_1~~-:<< ''",·,· :.-\ -... ,:_~·:-,__ . .--,'..;:: ~-- ':".'>· :::_··7· ._':· :~'. ·. ·.• 

C?9:1fl\_e:sP.~1:1ª7~:tt~=\p~~<?.~:.-~,mol_ec~;·ar~s··- que ~eStáil.'·:-.Eúi""'~uil /l:-B.ngo ='de· 

·'.,e~61····e·~.c6 t;_':rilo'~fio'~rléft-~i-~c-~o-•. •-• .•. -_~_ ••. _ •. ·_ee··~~s/·.~.'_,e_.s.~i··~m·--~i-~l~aªr·~-·-~.-.:_·-.rup0 ta'.1r,{.1a'.~-~#i;;f~ü~?ii~~~~~?,.il\p;,t~dn 
_ _ ias >_:·das·j~,--Ín1.ie'Si:ráEi . .:.''.de-~·1os 

--- ~¡~-~~-s---:- ~t~i~1'i~~~~;;~: ,'~'~nto -, p~~~-~:é -{j~~i~~~i~~:~~~::-~~,:· :-~~~~~~~~~~(~$ · 
;e !,~ . . - . - - . -, ·' 

proc~dentes fci~. ratones'~º -ihlnlúreS ~~~~~~,:~:~:-=¡-i~;-f~~bbt~riia~~ =,-.:de -=. 

Electroinmunotransferencia y reacción con ·histoplasmina. El 

estudio de la interacci6n entre proteínas de membrana de 

macrófagos y componentes presentes en el filtrado antigénico 

histoplasmina fue realizado por la transferencia a papel de 

nitrocelulosa de las proteínas de membrana de macr6fagos 

separadas en la electroforesis en geles con gradiente de 10-

15 % o de 8-25 % de poliacrilamida e incubadas.en presencia 

o ausencia de histoplasmina, seguido de tratan\i~Tt:t~-<ci~n 

~~-o:-·sUe!"ro-º--::'.htimit..~o -- anti-Histoplasma y revelado- -c~n";--e-~f~-·Sf~t·~.m~-_:~-+~ 

~streptoavidina-peroxidasa 

biotini1aaa mencionado 

l:-efaultados muestran que 

proteínas· ·de membrana y 

con anti-gammaglobulina .·-h;;ín'.ifí',; 
en Materiales y 

existe interac~i6'1 ,: ~iit~·~/:~~{g·u~·~·s 

,·.::;, .. ~y· <.,,· 
cuando· se utilizaron geles con gradie~te de poliacrilamida 

'\ \ 

ae .io-'1sc % • Est-~ ."banda:·· .. có'rre~t>O~ct~·· /~;-;;::.unk~Pé~ó 7c-·m~o1eCuiar 

suP~rior --~-: 66 kDa y· se obSer:Va ~ri' iOS J~¿;~:·:~~~es ·de Pr~t_e11'.la~-
--.- ---- ;-._-·~-.:,,~{_/·e·. 
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,,, . '.;,-., 

:I~-~,:·~;¡~, '<\:, ·._ ~,~)\~;~~ :~("~ 

DISCUSI0,1:' _ }{3;; ,;!'!¿(\ ·q~r frc 

---· ·~--~·j_-:·:: ~1:--:f ·,·;~?:;, 
~-,:::' ~T';=~ ,?éj • 

--:~ ~t __ :_~_-_? :•;,_ .. _'~_-_:'~---~----_- -<'. ; __ ,_ --
., __ ;-_; ~~- _ _,.-~~- '' .. -.. - - - -. ,"::f;>. 

- La· -·ra:g:o·cit·~~iS/·a.e--~ fe;~~dJ'~-~-~:\ ~-~::-~i6~-6~b~1~ria_·!-~6:, ~~~-~~~i~~~:i~:~-~ 

-- Ci; ·ii~----~i;.;i~;JJ;:~P.;~~.;-i;";6f';;:g~;¡":Ciér1~~~~~R~~ :~~n6~'i t~~~-;·· 

.• f §~ª1~1?~¿~~~~?1t~i~t~~~¡~:¡ 
~~rnp_1~j-~-~\\:;~~-----'.:~~,i~-~;-~·~~~f~~~ -~i-'.::~e~ci¿~-~ün·1~:~C/~!d'e··~:~~b-~~"·--f~-~es 

dim~rfi~~~- ~~l;~~-~~-·t;i~'), j~i~~·ife~~1~~;~.fü_I>,¡~~iiipacf6n más 
PreCis,a·: -d~ _{~-~~~}~~-~~~-~-~'.~f~~-y-~~~:- ~-~-i'~~~~:'~~~i~Y.1~;\;:~l> ~a~~l real 

que j·U~garÍ · ~c~~~-~{ré~~p~~~~~:~·~:,~~, :~~\~~~~~~~~~~:i~{d~·· Histoplasma 
. •-. •' · --. ,'-~'·<;· .[; .. __ .,_ · ··.·-.c.-'·,-,' 0--•. : "•::· -· ·'·' -' 

capsulatum ,-~_.-_y: ._cuales_.::,son,"~l~s _:::r;~sui tac;iq!?.-:::_~e_-.; ~~ta~ ~~t;eracci6n 

para el desÜn¡;; ~i~''Ji d~l.;\iicingC> a ;i:Ji!i'.i~t.r~fagociÚco. 
' . ;_.i~~-};:;_:¡_:_·:~~-~-•-'_•-·• ,,_, '{'·:'_ .-. .,, .. _ 

- 1 ·;·~ ->- _. >~·-,/( 5;.'.; . 

. -. >,:-- ' ---~c.t!' 

La inf6r.i:Jt6;f\-'t[ft~n e .~~;'.'!i;'~~~%t;;ip;i~¡~-;i-~j~- IgG. y 

cJbi como -:~.y;~-~X~Ji~',:~'.- ~~~:~~'.r~:~~~~:\·;:::-~·~f¡·~,¡~\~~~~~::{~-{· ; ·P~C?-~-~s~ d~ 
fagocitos,is}~eC~eV,~~IJif[ de ~-;·/~1:\~,~~~~~',;~, ~si como; _·.·lá de 
r~c~Í?,1:º~~~ ;. ;;,~¡:;¿~a'-fu~~~ª ··y ~~91üd~na{ l'a~~~~ inciiciai que 
Ilinguno.-.·~e ¡·-;~tO'S- ~~~~~~6-r~~ son los p·~~-~~~-eHcii~,i~~\:~á.~-~.Y la· 

fagO~_it.:Osi~ '.de>!!· 'capsu181:um (20). 
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--.! ,., '" - ,;~ :-":'.--._ ·._~--~.·:_~-~l::~·-~, :.-- .~ 
' 'f,,·:i':-'"····- ·~ -;: -

,_..-·.:-- ~·-"·i¡ ·:/_{~--~ ' -- ' ,_ 

pQr· :t-~1:, ~~~~i~o:>:'_ ~{~::/ -~,~-~6~,~~-~ .~?a~:, ~:;iOS" -~}~:~~~~~~~~:á:~~~"s __ -que 

-·i~~b~jah\i~~ó~Ít:6~1'~~de'~)}d~d~ti1~fliiri. sii~er.;;.~f~§~n<io'e_:i,' º 
4 ·1~:~.:>~:~~~;P,.:-~~;j~:~);~~~ -~:cc;mp"fOm~·f'idó~ .. /~'an· -,1a ·.:_:-:fnt'erna· 11z·a-Ci6n. -- : Y.~. 
pri>e:e,,:;~ÍÍti.ento"'.~-líra:i: de1 ¡.;~-h9¡; ~ l1í.~~{i~t~~~;,1~i~~~- :G;; .-~~- <~ ___ , , 

••• __:_.,L}; -=":-·e-.\}~~~-- .. _., -~--- --.-- -----,....--·~::?":'r ---.--.,- ---- -- -~z:; -...... -~·~: _ 
.-:::,;,,=-- - <,--_-,;; -"-~-~l:>-:":_:_··-·_::_-~_ ~~¿¿: ·---~-~~~ ',;,)-~ ~~;:. e~\-;.;~-., 

-~""--'- _"_____ - - -- -- '=o- - -~--~ °7.=-\f.~J7~;:L 
>~-;_ -~::-~.. --;-,;-., ~\·~::,:.~,:'7 -.,,_,.;/, ~·-~!·; _, 

•En 'uni•_f;.c~~¡\j~.r.if1l~#.~~J(H~~~~v.id:_;i:.~n •• m:~u}n~hont.r: •• a(n~7s:f!._e;_r·.··_•e~n~c·_••_•-~u-·a·_•-.; __ f_'.-_1.:P;_.a;_-r~_.-._-·•_a6 __ ._~~~-
.uná' adaptación .'de?~ia técni_caf ~e} ~-- __ ~ _ . _ ¿__ _ _ 

i~:~~~·~¡~;~~~:7~;·,:~¡~;;~~~~¡~~:;2~:~.i·h~·~~t~~f~~:;~~~ri··~ri~-~-6~~~~-;-~·~J~:·1~~;~:'.~~~~'.~;:}-~r 
--células•· hosp~~erá~:·~i-~~~Íiú~~· ~ ,;j_-;;;;J:\.;g~.;~¡¡'~~J:'; ~s~a:,-. 

adaptaci.6r1 .cons1;.t_;;'ten~'. ha:::~r- ~~reá'C::é1cin'ar:•.~roteí:ni.s •:ele 'i'ia -·-· .·-
·- < ;·.! -~: . .;;,co '(oc-· , :::...·.:__}~~'- ·'._-

CélU,la •• ~osp~de·~ª ... Jr~n~f~f id~s '·ª;~P~pe1;;~e'.."ci tf~c-éf \l1~~~.-- •"on••. 
f ~-~trad.~ _--anti9éni'c;o~;'.~d~~~jl-¡;_~-- ~f~'~·{~~~:~;~~~1~-nd~·:.f·.1'a~?~e~~~i~n ;~;;;; :,.<-:< 

,,-...·· ·- ,·... • • .• e 

ELISÁ -.- utii.i_z ~~~o]~.r~.i"-u~:itpoS,C_a~~~=iL' ¿~~zi? La.~. ~~~!'r".iC:i6n ~·-. _·_ 
de Ílni6~ • esp~6ú'i~a';~fu~-.~ ~b~e;·t~iii'.erit~é '.i~ ,/ci~ti~i : i'. do~ 

. '; \ ~, ,. 

polipéptié:l¡;s de 1n~;,,J::iriináfé:le:.:;éiüia~··hosped.!ra;.;i~···ªº" un•p.!so. 
m.;1e'C::uiár d~; a~i.;xima;,jamente·:Í2 'y;'J4'koit; _.· :;:·; •! ::.······ 

~:"'.·-_ -:;-;,.;_:.-..;_..,..~-,-~-g.--;-:'-c·:.:-_~','::;-_;~~c;o.-~'f· o-.---';o-~-, 7--;~-,__ J~~. --- ::::~~~;_:,;~'-3.:,,.--, -~-:__:·~~___:__ --

~· ~ ,-.·; . ..: 
Este nos llev6 a - desarrollar ··1a,- ···presente. 

:.·' ._.,,., .... _ .. 

inV~stigación para identificar molé~ulas :de· ··recon·ociníf8ft'1:0 
(• ' . . . : -.: /"' :_ ·--~ ., . : 

entre célula fagocitica y el hongo !!· capsU:latum~ .. ~·Y-, ·1o·s 

'.,.·;:;·· ·,·:· 

de macrófagos peritoneales de ratones, .capciceS·."de rec~noc~.r 

componentes de capsulatum presentes 

histoplasmina, que son __ posiblemente p~l~~~~~i§.6t·~~j;~a·.ii,~~ 
kDa.- Estos resultados constituyen las primeras :~vÍ:d-~~é·.i'~S -d-e 

-- 27. 



:: . ./"' ~'.~<·''~ ·::,,:; 
~ -· "-'' . . - ... 

q':le exisf~· ·r~~:~;¡~~~;)'~'d~tón'.'~:ll;.f~~i~'; e~f~e.Co~i>o~~ntes del 
h~,~g~a·:~~:k'.~-P~~~;~1;;~·~r~~y~~~i6·e·~~~-~:t~~~'.·q~-k,· ~~~~ /i~ry_t~,#~,~~~·~n-_·; ~u-~d~ 
se·~ .... ~á~á :p·~x:~r-~c·e~~:ore~·<e·ri v1a·~ dci;:s'~"~ ·~~~j-~r 1-¿'~~-~bt~·~i~~~~~ ~--_-

_,_. :~·. ;~:;(~ t·:·:».:_J~.:·_':- .. ,,.; 

y ~ __ . fii~' :~f,'., ~, •. _ -· _ _ {X -· - ·ú· .fa : 1 
: 

-~ ¡~pp{~~~g~~¡-~~4i~18si1i~~~~~;~d.1~-~~i~~-~~~e~fºi.,¡~~6_G, __ ~?ª _ 
· ob~erV:;.d~;. en'i;.;::f-i~i!~ s~·Y; i~,;;·a:~.6á'y,1s~i;J<ºf \~e'lª ú~u;a 

6,":::·~ son·: ~~~p:_~~t~~-~-~:~:~~-~~)\P~~e.~~~~~-~~~:~i-~-~~ :~)S2~-~ inter~cció~ ::~~~t~~--~ · 
~pr~teirias·~\i;·bi~bi~\~~::d~~~ni~~'béiln~~~'fd~~': ~-~ciófa·g-~;s~·~:y~~~:~ii:p=o~-eilt~~'S·. · -­
Cié - ia -- '~1~i:~~f'!~;,;i',f~, f''"ii~;,;;º~(¡:,~~~~2 +ft'.~• f~;¡t~i'tJi-~riI';; '' ~ 
--hl.~topia~~i~~' ~.;;;~u~~t;,a\~~~Hda'~Y~~~~1~;~~~.'.K,i~· ·_<]~~· El~gié~e 
que no :~¡~ti·- i~~b:i;.i..ái[ in~'~P~C1f'j .. ~:a·-::··~¡ · :_~:..¡~ ;~'.): ,_,. ;·. , 

':. > '/;· "F :?\5 ''.';>\_~::,; ,~;.: .. ';:>;:'.,·", 
. . . -• . ' ----·-· ;.:··~\ 

-t-E;; e ';•~'f,ji;~ ·{'~.-;•,'" ::_:5:·: :·'.;~~~~> Í"•-~ - -

___ .-•• , .;•, - - ';.···:··:"' -- '>::; 

La · :·~a~,·~i~~i~~,b~¿~ ·de'~ i~~" band,:;~_.::;~:~:h~~~~~;~~a¡~;l~.~~:~~~f~:,:~)~'~ ::.1a 

transÚreríéi~ de ~e1~i ~e l~~¡;j;~ ·¿;~~;, ·-·-~~·,_ i1;'~k'~;:_25; % de , .. _. . . -- :,·; ". ·:,_' 

gradierlte :'d~ poiiacrilamida ·'mu.estrá. · qUe en, ~·l :·:·~~·iril~-~·<:9-~r se 
.- ~ .-, - • -~; _.,, - - ·'· < :. _. ; 

_ o)?s~~:v~~- l:-~:-; )?a~~a~:d·e ~:~~i:io~ peso·~~o~é_Cu_~a~,;;:.P.~~~~l~:~~ñ~-~'-·-~-;i~a :~---_- -

de 68 kDcl, mientras que los' geles cofi Ün··'gradiente' .más 

amplio de 8-25 % de poliacrilamida, _o- permitió mejpr 

separación de las moléculas presentes en las muestras de 

proteínas solubles de membrana de macrófagos y su posterior 

transferencia y revelado por electroinmunotransferencia, 

como lo comprueba la presencia de las dos bandas-~e 68 y 180 

kDa. 
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:",i:.-.,·<·<:r~:;;.,· .. :- -;·)5:;> 
Además es importánte menci'io~ar_:"que~ ~St~ re~c,-¡;~~iRii~rlt~ entre 

los componentes' de~ .... ~erige ~l ~;at:r1ri~i ~Ji11~~es >ele m~mb~ana 
de macrófagos se da.tan'tC> ~~f~k·1as'profein"'s'pro~edentes de 
macr6fagos ii1mU~iZ~d6~·.:'-~6'~ii·~~-tH·~: ~-~.ipSU{~iuID",·~--C~:nit~:·:'.1as'< c!ue· se 

obtuvieron _de mac~~~~~-~~~\·;~~~ _.~-~~f-~:ri~~~;1~:~~;~,~-¡·~:~---~_-;:~-6-. -·¡-~-~J~es; 
'::_ .: :.:;~::.. , __ :.:....: ~-- -

sugiriendo de eS~a·· 1ª_ane~á: -qur~ :1a'.- iiirñUriiz8ci6ri ~de ios:,:ratones 

no indujo la ail~r1c16,it ;í?F:~fa'pc>~~fm~~~r~~~~~;,Ei~i6'íl't~de> 
receptare~ pi,.~.;':"~;"e: ~E!J~~f6iniiE!ri~C>, ''yi>. '~ue' ~~.;/E! ; ,;~~E!l,vó 
nhguna· il.Í.í:;;i-e';;;;'J.¡.·:·· entre _':Ó~. rot;.i;;~ •üiiffiªA~..:-~.; Estas .. 

~~-~~~i.~_9;~-fo~:_;~~-P-~X~~}:éi~~~~~-'.'~-~~-i~~~-~~-~t,'~:~~{~~~O,_~Ii~~é:'~Ptri~~-s;~~~ ;son~'.-'­
indu~i~ies )~ór.; ;;:;C)(i;~,;;,;;:~~á~' ·;¡~i}~a~~;iifii~ ;~ :·~~I~fen 'en 
coiidr~{~:;¡~:~ :_fü,'a·tur·ai'¿·~"/en >Í~~-~:~~f~~~i~~ i;i-~r;_ h'OsPedero :". 

-'--'{- :''."-- ,__ ·::t:,¡:,};~ .--·:",:;,--:· '--'-""'-:.-~';'~~.:~--= -_~("\, 

:.:<~c;:~-:~~i , .... _, ~---,',·, -- :·.;.-§~~:~(~: ·:\?· ·.::y,,=·· 

,::':-•• ~ .. __ <':· .• - ~ :'.-;,'-::;: ;·•: ~--~.:~~·f .. ;.';:~i :~··'; 

Por· tÜ Úmo, "'. :~sit"~ ~;~~~'~º ';,'.':i~~.)en · . su ~s.~~~~l·i,~tapa . de 
desarrollo y·:.-"Se·:·e·Stá..ri\Seie~b;i:ori~~i:Io'~,·pro~e1nas ~·é:J.e·. in~mb~ana de '· ·_..::.-· ,,_, _, .... ·. :-_ '- .. ,.,.,_ .. _. __ , ·'" .,_, __ .. , ___ , .. , .... 

maci~-~~g~-~ P~~--:"-~4_1~~~.:}.~
2{d_~~: ~~:~~:~~~-~:~~~~~~'.7~)e-~~:~~~S-,_ -~ara ·poder· 

caract.!.riz~r ~ (;()~:·; in&;;; ¡;r~cii{16ríi. l.~;.'. 'ni6ú6.i1as o · posibles 
re~-~-p~~~~~~~~~~~~ ~~~~.Ü~-~~;-,~~f~~~~;~¿~~~~~~~f ~~t~~h~~g~ ~,---
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pl Bullock, W'.·E., S.O. Wrigth, 

·promoting :recePtors, · CR3; LFA-1, 

Histoplasma capsulatum 

21) 

capsula tum :' 

macrófagos en.- el" en 



Electrophoretic transfer of ·prOteiris- from polYacrilamide 
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gels to 

27) Davis, 

36 



LAVAR PBS o.is H pff 7.2 

t 
EXTRAER .'i SOLUBILIZAR PROTEINAS DE MEMBRANA 

CON 1:s "µ~Z/ClLAx '1":6-4ogc~S:/AMG~SANOL) 
INCUBAR A 4"C-JO min 

l 
CENTRIFUGAR 11, 000 g 10 min 

t 
SEPARAR SOBRENADANTE 

t 
CONCENTRAR Y DIALIZAR 

t 
DETERMINAR PROTEINAS 

Piq. 1. Esquema de obtención de proteinas de membrana de 
macróf'aqos. 

Se utilizó el método descrito por Rico-Galindo (21) . 

37 



Fiq~. 2. Esquema de determinación de receptores de macróf'agos 
que reconocen componentes de H· capsulatum. 
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ESTA TESIS MI IEBE 
f,~liíl DE u llBUDTECA 

kDa I I N N 

J 
.. .T 

··~ 

66- • ..... 1".1 
' ;. ·~ 

¡ f. 1 
45- ~ 

i t+ 1 36- 1 " 29-

¡;• ' ~ .·:t~ 

1 ~-

14- ~ =:-: 
!l.: ~e 

Piq. 3. SDS-PAGE de moléculas solubles de membrana de 
macr6faqos en qeles con gradiente de 10-15 % de 
poliacrilamida. 

Se utilizó un estándar de pesos moleculares bajos que se 
encuentran en un rango de 14. 2 a 66 kDa, incluyendo los 
siguientes marcadores, albúmina bovina (66 kDa), albúmina de 
huevo (45 kDa), dehidrogenasa del gliceraldeh1do J-fosfato 
(36 kDa), anhidrasa carbónica (29 kDa), inhibidor de 
tripsina (20 kDa) y a-lactoalbúmina (14.2). 

I) Muestra obtenida de ratones inmunizad9s con H.· 
capsulatum. 

N) Muestra obtenida de ratones no.inmunes. 
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Pig. 4. SDS-PAGE de moléculas solubles de membrana de 
macr6ragos an geles con gradiente de B-25 % da 
poliacrilamida. 

Se utilizó un estándar de pesos moleculares al tos que se 
encuentran en un rango de 26 a 180 koa, incluyendo los 
siguientes marcadores, a-macroglobulina (180 kDa), 8-
galactosidasa (116 kDa), fructosa 6-fosfato (84 kDa), 
piruvato cinasa (58 kDa), fumarasa (48 kDa), dehidrogenasa 
lactica (36 kDa) y fosfotriosaisomerasa (26 kDa). 

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

N) Muestra obtenida de ratones no inmunes. 
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kDa 

66-

45-
36-
29-

20-
14-

ll'iq. s. Interacci6n da moléculas solubles de mam.brana de 
macr6raqos paritonaales de rat6n con componentes del bonqo 
11· oapsulatum presentes en el filtrado de bistoplasmina a 
partir de la transrerencia de qales con un gradiente da 10-
15 % da poliacrilamida. 

se procedió a la electrotransferencia de las muestras 
sometidas a SDS-PAGE a papel de nitrocelulosa: se incub6 el 
material transferido toda la noche con histoplasmina a 4 ºC 
y posteriormente con suero humano anti-Histoplasma. Se 
reveló la prueba af'iadiendo anti-gam.maglobulina humana 
biotinilada, seguido de la adición de 
estreptoavidina/peroxidasa y posterior incorporación del 
sustrato correspondiente (ver detalles en Materiales y 
Métodos). 
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KDa 

·:~-:· 
-!~~ 

• 

_, N 
r~ 

' ... ~.J~ ....... 
t~~-~- ;t]¡~ .. ¿. . 

,.. ., ,, lf ti< 

Piq. IS. :i:nteracci6n de mol6culas solubles de membranas da 
aaar6ragos paritonea1es de rat6n con componentes del bongo 
g. capaulat\llll presentas en al filtrado histoplasmina a 
partir de la transferencia de geles con un gradiente de B-25 
% de poliacrilamida. 

Se procedió de manera similar al descrito en la figura 
anterior. 
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'· 

180 
116 
84 
58 
48 

.. -Piq. 7. Testiqo de transferencia sin incubaci6n con 
histoplasmina. 

Se procedió a la electrotransf erencia de las muestras 
sometidas a SOS-PAGE a papel de nitrocelulosa: se incubó el 
material transferido toda la noche con solución salina a 4°C 
y posteriormente con suero humano anti-Histoplasma. se 
reveló la prueba afiadiendo anti-gammaglobulina humana 
biotinilada, seguido de la adición de 
estreptoavidina/peroxidasa y posterior incorporación del 
sustrato correspondiente (ver detalles en Materiales y 
Métodos). 
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P8-sos- mol~cu.lares de--1~s· polipépti~os- Solubles--de membrana 
de macrófagos determinados en geles con-gradiente de a-2s % 
de poliacrilamida. 

POLIPEPTIDOS 

(I) 

39 
JJ 
26 

POLIPEPTIDOS 

(N) 

kDa 

180 -
119 

.,105 
-- 94" 

68 
56 
55 
54 
46 

--A5 
44 
39 
JJ 
26 

Las muestras de proteinas solubles de membrana fueron 
obtenidas en macrófagos procedentes de ratones inmunizados 
con !J.. capsulatum (I) y de ratones normales no infectados 
(N). 
Los valores de kDa fueron obtenidos por regresión lineal. 
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