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RESUMEN

La histoplasmosis es una micosis sistémica causada por el hongo dimorfico
Histoplasma capsufatum. Produce un cuadro pulmonar primario que comparte
similitudes nosologicas con otras micosis profundas como la blastomicosis, la
coccidioidomicosis y la paracoccidioidomicosis, asi como con enfermedades de
etiologias no fungicas como la nocardiosis y la tuberculosis. El antigeno mas utilizado
en la serologia de la histoplasmosis es [a histoplasmina, sin embargo, nuestro
taboratorio cuenta con un antigeno parcialmente purificado, complejo polisacarido-
proteina desproteinizado del hongo Histoplasma capsufatum (CPPD-Histo), el cual es
Gtil para discriminar en métodos inmunodiagnosticos de alta sensibilidad, la
histoplasmosis de diversas micosis pulmonares y otras enfermedades respiratorias. En
este trabajo se planted caracterizar la ubicacion preferencial del antigeno CPPD-Histo,
en las fases micelial y levaduriforme del hongo, asi como su localizacion celular en sus
diferentes formas y unidades estructurales. El estudio se desarrolld mediante
inmunolocalizacién con marcaje de isotiocianato de fluoresceina y de oro coloidal para
microscopias de fluorescencia y electronica, usando anticuerpos primarios CPPD-Histo
especificos. La localizaciéon en microscopia de fluorescencia, ubicé al antigeno en
pared celular de hifas y levaduras. La localizaciéon en microscopia electronica, mostré
mayor concentracion del CPPD-Histo en las zonas de mayor grosor de la capa externa
de la pared celulaf de las proyecciones digitiformes de macroconidios, poco marcaje en
pared celular de hifas, y una distribucién dispersa de la marca en las levaduras,
cosechadas en fase logaritmica de crecimiento. Los resultados obtenidos permitieron
ubicar la localizacién preferencial del antigeno estudiado en las diferentes formas y

estructuras fungicas.



INTRODUCCION

La micosis profunda conocida como histoplasmosis es sefalada como una
enfermedad de gran prevalencia en diferentes zonas geograficas del mundo, pero en
particular, su mayor trascendencia radica en el continente americano (Gonzalez-
Ochoa, 1969; Rippon, 1988). En México, es considerada como una enfermedad
ocupacional (Articulo 513, Ley Federal del Trabajo, 1970) ya que diferentes
trabajadores rurales como mineros, peones, limpiadores de minas, campesinos
recolectores de guano y profesionistas especializados como espeledlogos, geodlogos,
bidlogos, antropdlogos, arquedlogos entre ofros, adquieren la infeccion en el
desempefio de sus labores (Gonzalez-Ochoa, 1969; Velasco-Castrejon, 1994; Taylor et
al., 1996; Taylor ef al., 1997; Gonzalez-Zepeda, et al. 1998).

El agente .etiologico de la histoplasmosis, Histoplasma capsulatum var.
capsulatum es un hongo dimorfico que crece en la naturaleza en fase micelial, la cual
presenta dos tipos de conidios: los macroconidios de 8-14 um y los microconidios de 2-
6 um de didmetro. Por lo general, los microconidios y pequenos fragmentos de hifas
son la forma infectante que al penetrar por via respiratoria, producen la infeccion en
hospederos susceptibles (Rippon, 1988; Kwon-Chung & Bennett, 1992). El hongo
crece abundantemente en suelos ricos en nitrogeno y fésforo, proporcionados por el
guanc de murciélagos o excretas de aves (Rippon, 1988; Kwon-Chung & Bennett,
1992). Histoplasma capsulatum presenta principalmente dos tipos de morfologia
colonial, las colonias albinas llamadas A y las colonias de color pardo liamadas B, sin
embargo no se conoce una correlacion sobre la patogenicidad de ambos tipos
coloniales (Daniels et al., 1968; Kwon-Chung & Bennett, 1992). Las colonias A son
blancas, vellosas, toscas con micelio extenso y algunas veces limitadas, al continuar
su desarrclio mantienen las mismas caracteristicas, mientras que las B son planas vy
presentan un color inicialmente pardo claro y posteriormente pardo-oscuro y tienden a
presentar un aspecto pulverulento. Las colonias B cambian sus caracteristicas

macroscépicas con el tiempo, asumiendo una morfologia colonial semejante a las



albinas, debido a que las colonias, A y B, proceden de parentales que manifiestan
ambos tipos coloniales y que, las colonias A tienden a sobreponerse a las B (Daniels et
al., 1968; Rippon, 1988). La estructura celular de H. capsulatum es la de una célula
eucaridtica (Garrison et al., 1970); microscopicamente se observa en los dos tipos de
colonias, abundante micelio con hifas delgadas, septadas e hialinas. De las hifas
nacen directamente o a través de pequefios conidiéforos, los microconidios piriformes
0 redondos y los macroconidios que en su forma tipica son de doble membrana,
espiculados formando proyecciones con Ia apariencia de dedos (digitiformes) (Daniels
et al., 1968; Rippon, 1988; Kwon-Chung & Bennett, 1992) (Figura 1). La pared celular
de las formas fungicas de la fase micelial estd compuesta de glucanas, predominando

las tipo (3, quitina, proteinas y lipidos (Rippon, 1988: Kwon-Chung & Bennett, 1992).
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Figura 1. Morfologia de la fase micelial de H. capsufatum. La fotografia
fue tomada de muetra crecida en cuitivo sélido. La observacidn se realizé
en microscopia de luz para identificar las diferentes formas fungicas,
M= macroconidio; m= microconidio; h= hifas. Aumento 600X.




El hongo se desarrolla en fase levaduriforme intracelularmente (forma
parasitaria), o en cultivos enriquecidos con cisteina a 37°C (Figura 2); las levaduras
son redondas u ovales (2-4 um de diametro) y representan la forma virulenta del hongo
(Rippon, 1988; Maresca & Kobayashi, 1989). La pared celular de las levaduras esta
compuesta de glucanas, predominando las tipo o, ademas de los constituyentes de la
pared sefialados en la fase micelial (Rippon, 1988; Kwon-Chung & Bennett, 1992). Por
lo general, las levaduras, tienen predileccion por las células del sistema fagocitico
mononuclear, aunque parasitan algunas veces fagocitos no profesionales. Las
levaduras son uninucleadas y se reproducen por gemaciéon (Rippon, 1988; Kwon-
Chung & Bennett, 1992). El tiempo de generacion de las levaduras, en células de
hamster y de ratén ha sido constante (de 10 a 11 h) bajo una gran variedad de
condiciones«experimentales‘ (Howard, 1964; 1965; 1967), mientras que los tiempos

generalmente reportados in vitro, son de 6-8 horas (Berliner, 1973).

Figura 2: Morfologia de la fase levaduriforme de H. capsulatum. a) Levaduras
intracelulares. Levaduras fagocitadas por macrofagos peritoneales murinos.
Aumento 320X. b) Levaduras en cultivo. La fotografia fue tomada de un cultivo puro
de levaduras en BHI liquido. Aumento 650X. I= levaduras; n= nicleo.
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La histoplasmosis es una micosis sistémica que tiene la caracteristica de inducir
una inflamacién crénica que se manifiesta por una reaccidon granulomatosa tipica.
Produce un cuadro pulmonar primario, a partir del cual puede diseminarse a diferentes
tejidos u drganos (Rippon, 1988, Kwon-Chung & Bennett 1992). Histoplasma
capsulatum puede producir diversos cuadros clinicos que comparten similitudes
nosoldgicas con otras micosis profundas como blastomicosis, coccidioidomicosis y
paracoccidicidomicosis, asi como con enfermedades de etiologias no fungicas como la
nocardiosis y la tuberculosis; lo que en un momento dado, puede confundir el

diagnostico clinico (Rippon, 1988; Kwon-Chung & Bennett 1992).

Con frecuencia no se logra el diagnodstico micoldgico v por lo regular éste aporta
resultados en un tiempo prolongado, por tal motivo se suele recurrir a los
procedimientos de inmunodiagnostico, que a pesar de presentar limitaciones como
reacciones cruzadas con ofras especies de hongos causantes de cuadros clinicos
semejantes (Wheat ef al., 1983; Wheat et al,, 1986a), son una herramienta alternativa

para el diagndstico rapido de las micosis.

Las pruebas serologicas usuales en el inmunodiagnéstico de la enfermedad,
como la precipitacién en tubo capilar (PTC), la inmunodifusion en gel (IDG), la reaccion
de fijacion de complemento (RFC), y el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) tanto para la
busgueda de anticuerpos como de antigenos circulantes, son relativamente rapidas,
con buena especificidad y sensibilidad, sienda la ELISA la mas sensible de todas
(Becerril et al., 1985; Taylor et af,, 1993). No obstante, hay que considerar que en
serologia, a medida que se incrementa la sensibilidad de las pruebas, con frecuencia
se pierde especificidad inmunoidgica, razén por la cual en las pruebas de mayor
sensibilidad se deben utilizar antigenos mas puros, muy especificos y con buena
reactividad (Becerril ef al., 1985; Taylor et al., 1993; Toriello et al., 1997).

Por reaccion de precipitacién, Heiner (1958) logrd evidenciar dos antigenos

especificos de H. capsulatum denominados H y M, que son los mejores indicadores



para el inmunodiagnodstico de la histoplasmosis. Son considerados como antigenos de
referencia, por las tipicas bandas que producen en pruebas de doble inmunodifusion
en gel (Heiner, 1958); y han sido identificados en distintas muestras biolégicas como
suero y orina de casos severos de histoplasmosis diseminada (VWheat et al.. 1986b).
Se han realizado varios intentos para obtener anticuerpos monoclonaies contra elios, y
a la fecha, sdio existen monoclonaies para el antigeno M (Reiss et al., 1986; Hamilton
et al., 1990b). Biguet et al. (1967} y Hamilton et al. (1990a) presentan evidencias de
gue el antigeno M tiene actividad de catalasa, lo que podria ser un componente de

reactividad cruzada con otros hongos dimarficos que tengan catalasas similares.

El antigeno H ha sido clonado recientemente por Deepe & Durose (1995) y su
clonacion ha hecho posible la produccion de altas cantidades de éste antigeno para

diversos usos.

A partir de fase micelial o levaduriforme de H. capsulatum asi como de
diferentes componentes de la histoplasmina, antigeno separado del filtrado crudo del
hongo crecido en medio sintético, se han {ratado de obtener antigenos purificados o
fracciones antigénicas que sean suficientemente reactivas y especificas para ser
utilizadas en inmunodiagndstico o como herramienta experimental (Biguet ef al., 1967;
Azuma ef al., 1974; Taylor & Bojalil. 1977; Taylor et al.. 1980; Reyes-Montes et al,
1982; Toriello ef al., 1982, Wheat ef al., 1986a; Toriello ef a/., 1991; Toriello et al.,
1993). Taylor & Bojalil (1977) lograron aislar un complejo polisacarido-proteina (CPP)
de la histopiasmina, el cual mostré inicialmente buena especificidad en inmunodifusion
en gel. Se han realizado varios trabajos con este complejo y su desproteinizacion por
pronasa y por el método de Sevag condujo a la obtencion del antigeno denominado
CPPD-Histo (Taylor et al., 1980) que aumenta la especificidad del inmunocdiagnostico
de la histoplasmosis en pruebas de alta sensibilidad (Taylor ef al.. 1980; Reyes-Montes
et al., 1982; Toriello ef al., 1991; Taylor et al., 1993; Toriello ef a/., 1997).
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Ademas del CPPD-Histc también se ha obtenido con buena especificidad,
complejos similares para otros hongos productores de micosis profundas, Blastomyces
dermatitidis, Coccidicides immitis y Paracoccidioides brasiliensis (Toriello et al., 1982;
Toriello et al., 1991; Toriello ef al., 1993).

El andlisis quimico tanto de los antigenos crudos como de los purificados
{CPPD) de las especies fingicas arriba referidas, ha comprobado que en los diferentes
lotes de extraccion, prevalece una mayor concentracion de carbohidratos con respecto
a las proteinas. La cromatografia en capa fina mostré que los CPPD’s, extraidos de los
cuatro hongos productores de micosis profundas, poseen en su composicion quimica
fundamentalmente glucosa, manosa y galactosa, ademas de trazas de hexosaminas en
los CPPD-Histo y 'CPPD-Cocci. La concentracion de monosacaridos determinada por
cromatografia en gas-liquido mostré mayores porcentajes de manaosa y glucosa que de

galactosa, en los CPPD’s estudiados (Toriello ef al., 1982).

El tratamiento con o y B-glucosidasa del CPPD-Histo mostré que el componente
antigénico importante para la reaccién con el anticuerpo especifico es posiblemente
una B-glucana, ya que la actividad inmune de este antigeno se perdia unicamente con
la accion de la B-glucosidasa (Taylor & Bojalil, 1977). Este comportamiento de pérdida
de la actividad inmunoldgica, at eliminar componentes mono o polisacaridos, ha sido
demostrado por otros autores, en particular, Cole ef al (1991) r}lostraron que la
oxidacion por periédato del carbohidrato de dos fracciones glicoproteicas de 110 y 120
kDa de C. immitis, llevé a la pérdida de la "habilidad de producir reaccién de

precipitacion con los anticuerpos homélogos.

En vista de que se ha adjudicado a la galactosa o a los residuos ferminales
galacto-manosil presentes en las fracciones antigénicas de H. capsufatum, como las
moléculas responsables de los cruces inmunes con algunos hongos productores de
micosis (Azuma et al., 1974; Ishizaki et al., 1981), se procedié al tratamiento del

antigeno crudo y del CPPD-Histo con o y B-galactosidasas. Se observé por
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cromatografia en capa fina, la tiberacién de galactosa libre solo cuando se utilizé el
tratamiento con f$-galactosidasa, io que indicaba que los antigenos contenian residuos
terminales de 3-galactosil. En vista de gue este tratamiento no modifict la reactividad
cruzada con los otros hongos estudiados (C. immitis, B. dermatitidis y P. brasiliensis) se
sugiere que la unidad de cruce en el antigeno CPPD-Histo no es debida a los residuos
terminales no reductores de B-galactosa liberados por la accién de la enzima (Jiménez-
Montiel et al., 1988).

Diferentes componentes especificos y compartidos, de los antigenos fungicos de
C. immitis, B. dermatitidis y P. brasiliensis, fueron evidenciados al ser revelados con
suero hiperinmune anti-H. capsulatum en un analisis inmunoelectroforético de la
histoplasmina y del CPPD-Histo en doble dimension y tandem (Toriello et a/.. 1993). lLa
histoplasmina mostrd 14 arcos de precipitacion en inmunoelectroforésis en doble
dimensién, y el analisis en tandem con los CPPD’s de todos los hongos productores de
micosis profundas, reveld para el CPPD-Histo dos arcos especificos, denominados 1y
3. La histoplasmina presenté varias fracciones de cruce inmune cuando fue comparada

en tandem con los CPPD’s heterdlogos (Toriello et al., 1993).

La electroforesis en geles de poliacrifamida en presencia de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) de los antigenos crudos y purificados de hongos productores de
micosis profundas mostraron la presencia de distintas fracciones en las respectivas
histoplasminas, coccidioidinas y paracoccidioidinas, ademas de sus CPPD-Histo,
CPPD-Cocci y CPPD-Para, presentando los antigenos crudos de 6 a 13 bandas y los

purificados de 6 a 8 bandas (Reyes-Montes, 1993; Reyes-Montes, com. pers.).

En la actualidad, los antigenos mas usuales de H. capsulatum aun no han sido
definidos en su localizacidn ceiular, aunque Graybill ef al. (1988), con el interés de
ampliar el conacimiento sobre los antigenos de este hongo, localizaron la posicion

celular del antigeno H en pared celular y citoplasma del micelio, y en el nucieo de
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levadura, por medio de anticuerpos policlonales, mientras que el empleo de

anticuerpos monoclonales selecciond sélo epitopes citopiasmaticos.

En la mayoria de los trabajos orientados hacia la purificaciéon de fracciones
antigénicas de hongos patégenos para el hombre, se han empleado técnicas
bioquimicas yfo cromatogréficas, las cuales presentan algunas limitaciones. Para
mejorar la eficacia de las pruebas seroldgicas es necesario contar con técnicas que
garanticen una rapida produccion y ademas de la cantidad y calidad de los productos
antigénicos, razén por la cual, es importante conocer las formas y estructuras fungicas
que contienen mayor cantidad de compuestos antigénicos, para favorecer su
produccion y mejorar el rendimiento en la obtencion del antigeno buscado. La
investigacion de la ubicacién de antigenos en las diferentes formas y estructuras
celulares de los hongos se encuentra aun en fases iniciales. Aunque la informacion
actual arroja datos en los modelos de C. immitis (Caole ef al., 1990; Cole et al., 1991;
Galgiani et al., 1992), P. brasiliensis (Straus et al., 1996) y H. capsulatum (Patino ef al.,
1986; Graybill et al., 1988), ésta es aun insuficiente.

Es finalidad de este trabajo, localizar la presencia del complejo polisacarido-
proteina desproteinizade de H. capsulatum (CPPD-Histo), a nivel de formas vy
estructuras celulares del hongo, asi como la expresién en sus distintas fases

dimoérficas, ademas de ubicarlo en las diferentes etapas de su desarrollo.



JUSTIFICACION

Ef Laboratorio de Inmunologia de Hongos def Departamento de Microbiologia y
Parasitologia de ia Facultad de Medicina, UNAM, cuenta con un antigeno parciaimente
purificado, complejo polisacarido-proteina desproteinizado de H. Capsufatum (CPPD-
Histo), el cual es Gitil para discriminar la histoplasmosis de diversas micosis pulmonares
y otras enfermedades respiratorias, debido a que presenta bajos niveles de cruce
inmune entre el grupo de hongos causantes de micosis sistémicas. Por estas razones
este antigeno es una buena herramienta diagndstica. En la literatura se han reportado
antigenos puros del hongo, desafortunadamente |Ia variacion antigénica de cepas de H.
capsulatum y la faita de uniformizacién en los métodos de producciéon de estos
reactivos bioldgicos dificultan su uso generalizado, aunade al aito costo de sy
adquisicion, por lo que es importante recurrir a nuestras propias herramientas, como
producir nuestros antigenos a bajo costo y fundamentalmente a partir de cepas
autoctonas, que garanticen una ampfia gama antigénica gue cubra las posibilidades de
un buen diagndstico. Las ventajas del uso de antigenos praoducidos con cepas aisladas

en México han sido plenamente documentadas (Torielto ef al, 1991; Toriello et af,
1997). '

En este trabajo se pianted caracterizar la ubicacién preferencial del antigeno
CPPD-Histo, en las fases micelial y levaduriforme del hongo, su aparicién en el ciclo de
crecimiento (expresion temprana o tardia); asi como su jocalizacién celular en las
diferentes formas flngicas (hifas, macroconidios, microconidios y levaduras) vy
estructuras celulares (pared celular vy otras), por técnicas de microscopia, utilizando
métodos de marcaje para microscopia electronica y de fluorescencia. La informacién
obtenida permitira profundizar el conocimiento sobre la composicién de las diferentes
formas y estructuras fingicas y obtener mayor cantidad de fracciones enriguecidas de
CPPD-Histo al favorecer ia aparicién y crecimiento de las formas donde se encuentre
en mayor abundancia, lo que facilitara el empleo de diferentes metodologias para su

mejor purificacion.
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La secuencia de procedimientos para el desarrollo de este trabajo viene

esquematizada en la figura 3.

R Histoplasma capsiiatum
a N
/ \
/ ¥
1 Purificacién del antigene |
¥ | (CPPD-Histo)

Separacion de formas fngicas |
{macroconidios, hifas y levaduras) ¥
Preduccion de igG especificas |
* anti-CPPD-Histo 1

.

. =

e, e et £
Trm—— ""-—w.w\\//rﬂ T

Determinacion de {3 localizacién celular del CPPD-Histo
{por métodos de marcaje para micrescopia :
de fluorescencia y elecironica)

Figura 3: Diagrama general de trabajo

Para mejor comprension de la ruta de investigacidn se propone el siguiente

orden de experimentos:
1.- Produccién del antigeno histoplasmina y del CPPD-Histo.

2.- Obtencion de 1gG’s especificas anti-CPPD-Histo.
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3.~ Separacion de formas fingicas: microconidios, macroconidios e hifas. Obtencion de

levaduras en las diferentes fases de |la curva de crecimiento.

4.- Localizacion celular del CPPD en las diferentes formas y estructuras flngicas.
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OBJETIVO GENERAL

Localizar la posicion del antigeno CPPD en diferentes fases, formas vy
estructuras del hongo Histoplasma capsulatum e identificar su aparicién durante el
ciclo de crecimiento por métodos de marcaje en microscopia de fluorescencia y

electronica, usando anticuerpos policlonales antigeno-especificos.

OBJETIVOS PARTICULARES

Separar los diferentes componentes de la fase micelial del hongo:

macroconidios, microconidios e hifas, y abtener levaduras para su procesamiento.

Obtener por medio de cromatografia de afinidad, anticuerpos (IgG’'s antigeno-

especificas) a partir de ratones inmunizados con el antigeno CPPD-Histo.

Proceder al marcaje de formas y estructuras del hongo que permitan el uso de la
microscopia de fluorescencia y electronica para la inmunolocalizacion del antigeno

CPPD-Histo.
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HIPOTESIS

El complejo polisacarido-proteina de H. capsulatum (antigeno CPPD-Histo), se
expresa en las dos fases del hongo, durante |las diferentes etapas dei desarrollo, en las

diferentes formas y fundamentalmente en pared celular dei hongo.
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MATERIALES Y METODOS

MICROORGANISMOS

Se  utilizaron las siguientes cepas de H. capsulatum en fase micelial: EH-53
(cepa de referencia del Laboratorio de Inmunologia de Hongos, aislada de paciente
mexicano con histoplasmosis diseminada); EH-377 (aislada de murcielago infectado y
capturado en el estado de Morelos, México). Las cepas hacen parte de la coleccién del
Laboratorio de Inmunologia de Hongos del Departamento de Microbiologia y
Parasitologia, Facuitad de Medicina, UNAM.

La fase micelial de cada cepa, fue mantenida en agar micobibtico (Bioxon,
Becton-Dickinson de México, D.F.) a 28°C, y para la estimulacién de conidios se utilizd
agar extracto de malta (EM) (Bioxén) con incubacion a 25-28°C.

La fase levaduriforme de cada cepa fue obtenida a partir de un cultivo puro de la
fase micelial del hongo, a saber. 1.- Disgregar el micelio en mortero de porcelana
estéril con amortiguador salino de fosfatos (PBS) (NaCl 8 g, KC! 0.2 g, KH,PO,4 0.2 g,
Na,HPO, 1.15 g, H20 destilada c.b.p. 1000 ml, pH 7.2); 2.- Sembrar el micelic en medio
sintético (Tewari & Kegel, 1971); 3.- Incubar a 37°C en bafio Matia con agitacidn; 4.-
Resembrar cada 72 h, hasta obtener la conversion dimérfica; 5.- Finalmente, sembrar
en medio liquido de infusién cerebro corazén (BHI) (Biox6n) adicionado con cisteina
(0.1% ) y glucosa (1%) e incubar a 37°C para obtener levaduras a ser utilizadas en

diferentes ensayos.

ANIMALES
Se emplearon ratones adultos machos de la cepa singénica BALB/c,
procedentes de! bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM. Estos, se alimentaron con

Purina (Purina de México, D.F.) y agua destilada acidificada ad libitum.

ANTIGENOS
Para la obtencidn de antigeno crudo se utilizé la cepa EH-53 de H. capsulatum,

se siguid el siguiente procedimienio: Se sembraron, a partir de la fase micelial,



21

matraces Erlenmeyer con 300 m! de medic Smith (Smith et al., 1948) enriquecido con
asparagina, utilizando como indculo 75-100 ml de precuitivos en el mismo medio,
conteniendo micelio fragmentado por agitacion en presencia de perlas de vidrio. Los
cultivos fueron incubados por 2-3 meses y e filtrado de cada uno fue separado, se
dializé y concentrd 10 veces por ultrafiltracion en Amicon (Amicon Colexington, MASS),
utilizando una membrana PM-10 con corte para moléculas de 10 kDa, obteniéndose asi
el antigeno crudo histoplasmina. Previo almacenamiento a -20°C, se determind
concentraciones de proteinas (i.owry ef al., 1951} y carbohidratos (Dubois et al., 1956).

Obtencién del complejo polisacarido-proteina (CPP): El antigeno purificado,
complejo polisacarido-proteina (CPP), de la cepa EH-33, se cobtuvo a partir del
antigeno crudo histoplasmina, empleando el método modificado de Taylor & Bojalil
(1977). Brevemente: 1.- Agregar 15 ml de fenol liquido por cada 10 mi de filtrado de
histoplasmina; 2.- Incubar 1 h a 56°C, con agitacion ocasional; 3.- Enfriar a temperatura
ambiente y centrifugar a 500 g durante 1 hora; 4.- Remover la fase acuosa, mezclar
con 3 voliumenes de alcohol etilico al 96% y anadir acetato de sodio al 1% para
acelerar la precipitacion; 5.- Incubar por 24 h a 4°C; 6.- Recuperar el CPP precipitado,
por centrifugacién a 500 g por 1 hora; 7.- Disolver el CPP en agua destilada y
reprecipitarlo con etanol al 96%, repitiendo esta Gitima operacién dos veces; 8.-
Finalmente, liofilizar y conservar a -20°C.

Obtencion .del CPPD-Histo: E! antigeno CPPD se obtuvo a partir del CPP
previamente obtenido y segln lo descrito anteriormente, empleando el método de
Taylor et al. (1980). Brevemente: 1.- Disolver el antigeno CPP, anteriormente
separado, en la cantidad necesaria de PBS pH 7.5 adicionado con cloruro de caicio
0.0001M; 2.- Agregar 25 g de pronasa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), por cada
500 ug de proteina del CPP para proceder a la primera desproteinizacion del CPP; 3.-
Incubar la mezcla CPP-pronasa por una semana (7 dias) a 37°C, afadiendo
diariamente ia enzima, a la mitad de la cantidad usada el dia anterior y adicionar 1 a 2
gotas diarias de tolueno para evitar contaminacion; 4.- Proceder, simultaneamente, a [a
elaboracion de un testigo con 500 ug de albumina sérica bovina (ASB) por ml de PBS;

5.- Determinar los grupos amino libres, como control de la digestion enzimatica, a
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través de la prueba de la ninhidrina (Kabat & Mayer, 1968), al inicio y al final del tiempo
de digestién, usando lisina como testigo; 6.- Detener el tratamiento al séptimo dia, por
congelacion; 7.- Proceder a un segundo tratamiento de desproteinizacion por el método
de Sevag (Sevag, 1934), para completar la desproteinizacion del complejo y eliminar la
pronasa, iniciando el tratamiento con fa mezcla de 10 partes de complejo polisacarido-
proteina tratado con pronasa con 50 partes del reactivo de Sevag (9 partes de
cloroformo:1 parte de butanol); 8.- Colocar la mezcla en un embudo de separacidn
agitando fuertemente previa separacion en refrigeracion, dejar reposar de 10 a 15
minutos; 9.- Separar la fase acuosa de las demas fases obtenidas (la inferior con el
reactivo de Sevag, la media con las proteinas precipitadas y la superior con la fase
acuosa enriquecida del CPPD-Histo); 10.- Lavar 2 & 3 veces con agua destilada la fase
cloroformo-butanol, para recuperar residuos del CPPD-Histo; 11.- Dializar las fases
acuosas recuperadas, durante 24 h, cambiando el agua 4 o 5 veces; 12.- Precipitar el
CPPD-Histo obtenido, con etanol y acetato de sodio; 13.- Almacenar a -20°C, previa
determinacién de proteinas (Lowry ef al., 1951) y carbohidratos (Dubois ef al., 1956).
Para corroborar la actividad inmune, los antigenos histoplasmina y CPPD-Histo se

probaron por IDG siguiendo el método descrito por Ouchterlony & Nilsson (1978).

OBTENCION DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS DE IgG ESPECIFICAS ANTI-CPPD-
Histo (IgG anti-CPPD-Histo)

Protocolo de inmunizacién: Se procedio a la obtencion de s;ueros de ratones
inmunizados con ambos antigenos, histoplasmina y CPPD-Histo, segun fa siguiente
metodologia: 1.- Inmunizar ratones con 0.25 ml de la histoplasmina (70 pg de proteina)
mezclada en Adyuvante Incompleto de Freund (AIF, relacién viv) (Gibco Laboratories
Life Technologies Inc., Grand Island, N. Y.), los dias 1, 15 y 30, por via intraperitoneal,
2.- Inyectar el dia 45, 0.25 ml de CPPD-Histo conteniendo 4-8 ng de carbohidrato en
AlF (refacidn viv), por via intraperitoneal; 3.- Aplicar el dia 55, 0.5 ml del CPPD-Histo,
disuelto en solucién salina fisioldgica, conteniendo 8-16 ug de carbohidrato, por via
intraperitoneal; 4.- Sangrar a los ratones tres dias después para determinar los titulos

de anticuerpos, valorando éstos por ELISA indirecta (Volier ef al., 1979), utilizando 100



ug proteina/100 i pozo del antigeno histoplasmina y el conjugado polivalente anti-
gammagiobulina de ratéon biotinilada con el sistema avidina-peroxidasa. para revelar la
reaccion. Para la lectura a 492 nm se utilizd el aparato Labsystems Multiskan MS
modeio 352.

Los sueros se sometieron a cromatografia de afinidad en columna de Sefarosa
CL-4B-Proteina A (Sigma) y posteriormente en Sefarosa activada (Sigma) unida a
CPPD-Histo, para obtener una fraccion enriquecida de isotipo 1gG con actividad anti-
CPPD-Histo.

Obtencion de fracciones enriquecidas de 1gG: Se siguid el procedimiento
descrito por Ey et al. (1978): 1.- Equilibrar una columna de Sefarosa 4B-Proteina A
(Sigma) con PBS 0.1M pH 8.0 y aplicar suero inmune de ratdn; 2.- Incubar 30 min a
4°C; 3.- Lavar ia coiumna con PBS 0.1M pH 8.2, hasta obtener una densidad dptica de
cero, 4.- Recolectar con la ayuda de un crematografo Gilson modelo 11B FC 203, las
fracciones retenidas (FRs) por la columna, eluyéndolas con amortiguador de glicina-
HC!1 0.1M, pH 2.8; 5.- Ajustar con TRIS-base 0.1M, pH 9.0, el pH a 7.0 de cada una de
las FRs y de las fracciones no retenidas (FNRs) recolectadas; 6.- Almacenar las FRs
en nitrogeno liquido, previa concentracién y didlisis por Amicon (Amicon) con
membranas PM-10 con corte para moléculas de 10 kDa y cuantificacién de proteinas
(Lowry et af., 1951); 7.- Determinar la actividad inmunoespecifica de ambas fracciones
para el antigeno CPPD-Histo (50 pg proteina/100 ul pozo), por el método de ELISA
indirecta (Voller ef a/., 1979) utilizando el conjugado anti-lgG total de raton biotinilado
con el sistema avidina-peroxidasa; 8.- Repetir los procedimientos desde el paso 1, en
caso de que las FNRs presenten actividad contra el antigeno; 9.- Proceder de modo
similar en una columna adicionai con un suero normal de raton, como testigo; 10.- Las
fracciones retenidas seran sometidas a cromatografia de afinidad Sefarosa activada
unida a CPPD-Histo.

Acoplamiento de CPPD-Histo a Sefarosa: Se siguic el procedimiento de
Parikh et al. (1974): 1.- Lavar la Sefarosa CL-4B (Sigma) con NaCl 0.1M vy
posteriormente con agua destilada; 2.- Agregar una solucion de carbonato de potasio

2M a la Sefarosa lavada (1 mi de carbonato de potasio/ml de Sefarosa) con agitacion
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lenta a 4°C; 3.- Disolver 250 mg de bromurc de ciandgeno en acetonitrilo a 4°C (0.5 g
de bromuro de ciandgeno/mi de acetonitrilo); 4.- Adicionar la solucion anterior a la
Sefarosa (1 ml de la solucién por cada ml de Sefarosa), agitar lenta y constantemente
durante 2 min a 4°C vy ajustar el pH a 9.5; 5.- Lavar la Sefarosa mezclada con bromuro
de cianégeno con agua destilada fria; 6.- Disolver el CPPD-Histo (40 mg de proteina/10
mi de Sefarosa) en una solucidon de bicarbonato de sodio 0.1M pH 8.5 (1.5 mi de
bicarbonato de sodio/ 20 mg de proteina del CPPD-Histo); 7.- Resuspender la Sefarosa
en la solucion de bicarbonato de sodio conteniendo el CPPD-Histo; 8.- Transferir la
mezcla anterior a un recipiente color ambar, agitando 24 h a 4°C; 9.- Lavar con agua
fria y con bicarbonato de sodio 0.1M, 2 veces cada lavado; 10 .- Incubar en glicina 1M
2 h a 4°C, y lavar con bicarbonato de sodio 0.1M; 11.- Empacar y equilibrar la columna
con PBS 0.1M pH 8.2.

Purificacion de 1gG’s anti-CPPD-Histo: A partir de la preparacién de la
columna de Sefarosa-Proteina A (Sigma), se siguié el siguiente procedimiento: 1.-
Aplicar 2.5 ml de la FR separada por la cromatografia de afinidad con Proteina A y
adicionar 2 ml de PBS 0.1M, pH 8.0; 2.- Eluir las FRs en la columna con amortiguador
de glicina-HCI 0.1M, pH 2.6; 3.- Ajustar con TRIS-base 0.1M, pH 9.0, el pH a 7.0 de
cada una de las FRs: 4.- Almacenar las FRs en nitrégenc liquido, previa concentracion
y dialisis por Amicon (Amicon) con membranas PM-10 con corte para moléculas de 10
kDa y cuantificacién de proteinas (Lowry et al, 1951), 5.- Determinar la actividad
inmunoespecifica por el método de ELISA indirecta (Voller ef al., 1é79); utilizande el
antigeno CPPD-Histo (50 pug proteina/100 ul pozo) y el conjugado anti-IgG total de

raton biotinilado con el sistema avidina-peroxidasa, segun lo referido anteriormente.

OBTENCION DE FORMAS FUNGICAS

Separacion de macroconidios e hifas: A partir del crecimiento de H.
capsulatum en agar EM a 25-28°C, se procedid a obtener micelio para los ensayos de
separacién de conidios, segln el siguiente procedimiento: 1.- Cosechar micelio
después de un mes de desarrolio (tiempo oOptimo para la esporulacion); 2.-

Homogeneizar la suspension por sonicacion, dando pulsos con diferentes ciclos; 3.-
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acetona; 3.- Cortar en el criostato (cortes de 4-8 um); 4.- Colocar los cortes sobre
laminillas con poli L-lisina (Sigma); 5.- Hidratar los cortes con PBS (pH 7.2) 15 min a
temperatura ambiente; 6.- Blogquear en PBS-albumina sérica bovina (ASB) al 1%-
Tween 20 al 0.15% (PBS/ASB/Tween), 15 min a temperatura ambiente; 7.- Incubar con
el anticuerpo primario 1gG anti-CPPD-Histo o con una 1gG no especifica (testigo), en
camara humeda a 4°C, foda la noche (preparar varias diluciones del anticuerpo
primario en PBS/ABS/Tween, centrifugando a 800 g, 4 min antes de usarlas); 8.- Lavar
tres veces en PBS/ASB/Tween, 20 min a temperatura ambiente; 9.- incubar con el
anticuerpo secundario anti-isotipo del anticuerpo primario acoplado a isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (Sigma) probando varias diluciones (1:20, 1:50, 1:100) por 1 h a
temperatura ambiente, en oscuridad; 10.- Lavar en PBS/ASB/Tween, 20 min a
temperatura ambiente: 11.- Montar en PBS/glicerol (1:9); 12.- Guardar a 4°C en
oscuridad y observar de inmediato en microscopio de fluorescencia (Nikon modelo
HF X-DX).

Por microscopia electrénica: A partir de las estructuras fungicas obtenidas, se
procedié a la preparacion para la microscopia electronica, segin Waele ef al. (1983),
brevemente: 1.- Fijar con paraformaldehido al 4% y glutaraidehido ai 0.2 % en PBS pH
7.2 por 2 horas; 2.- Lavar con PBS pH 7.2; 3.- Deshidratar en Qradientes de etanol (50,
70, 80, 95, 100%, con un cambio al 100%) a -20°C por 1 h, cada cambio: 4.- Tratar con
la resina Lowicryl 4x (Polysciences), para realizar |a inclusion en la resina se colocaron
las muestras en gradientes de resina/etanol en proporcion 1:1 por 2 h, 2:1 por 2 h,
resina pura 2 h, con dltimo cambio de resina pura por 12 h, realizando los tratamientos
a -20°C; 5.- Polimerizar la resina a -20°C con luz ultravioleta: 6.- Probar por
inmunofluorescencia la conservacion de la reactividad inmune de la muestra, siguiendo
el método anterior, del paso 4 al 11, pero con cortes de 1 um; 7.- Realizar cortes finos
(40 nm) de las muestras con fluorescencia positiva y depositarlas sobre rejillas de
niquel recubiertas con Formvar (Polysciences), conservar a 4°C; 8.- Hidratar el tejido
depositando las rejillas sobre gotas de PBS, pH 7.2, por 30 min a temperatura
ambiente, en camara hdmeda; 9.- Bloguear las muestras en las rejillas sobre gotas de

PBS/ASB/Tween a temperatura ambiente; 10.- Incubar las rejillas en 50 ul del
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anticuerpo primario IgG anti-CPPD-Histo o con una IgG no especifica (testigo),
preparar varias diluciones del anticuerpo primario en PBS/ABS/Tween (1:500, 1:1000,
1:2000), centrifugando a 600 g, 4 min antes de usarias; 11.- Colocar cada rejilla en una
capsula BEEM.OO (Polysciences), con cada dilucién del anticuerpo primario, incubando
toda la noche a 4°C; 12.- Lavar con PBS/ASB/T ween, 20 mi, por rejilla, y fiotar 5 min
sobre PBS/ASB 1%: 13.- Incubar 1 h a temperatura ambiente, en camara himeda con
el anticuerpo secundario anti-isotipo del anticuerpo primario acoplado a oro coloidal de
10 0 15 nm (Sigma), probando varias diluciones (1:50-1:100), para ello, depositar las
rejillas sobre gotas de anticuerpo secundario diluido en PBS/ASB/Tween y obtenido por
centrifugacion a 600 g 4 min, antes de usarlo: 14.- Lavar las rejillas con
PBS/ASB/Tween, 20 mi por rejilla, flotar 5 min sobre PBS/ASB 1% y lavar con agua
desionizada; 15.- Secar las rejillas y contrastar con acetato de uranilo (Sigma) 5% por
10 minutos; 16.- Lavar, secar y observar al microscopio electrénico de transmision
JEOL, modelo JEM-1200EXII.
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RESULTADOS

ANTIGENOS

Se obtuvieron los antigenos crudo (histoplasmina) y purificado (CPPD-Histo) de
la cepa EH-53 de H. capsufatum, a los cuales se les determiné la concentracién de
carbohidratos y proteinas. Los resultados obtenidos se observan en el cuadro 1,
destacando que predominan ios carbohidratos en ambos antigenos, con la

particularidad que en el CPPD-Histo, la relacion carbohidratos:proteinas fue de 4:1

aproximadamente.

Cuadro 1: Determinaciones quimicas de los antigenos
obtenidos
Antigenos Proteinas Carbohidratos
Cepa EH-53 (ng/ml) (rg/ml)
Histoplasmina 4300 19400
CPPD-Histo 800 4000

La actividad inmune de los antigenos fue probada por IDG, siguiendo el
esquema de la figura 4. Todos los antigenos analizados dieron reaccién positiva frente
al suero especifico. Se observaron las bandas de precipitacién H y M caracteristicas de
H. capsulatum en las histoplasminas, mientras que el CPPD-Histo sélo presentd una
banda. La especificidad de la reaccién se confirmoé por ausencia de reaccidn en los

testigos de solucion salina y de suero de individuo sano.

FRACCIONES ENRIQUECIDAS DE IgG ESPECIFICAS ANTI-CPPD-Histo

Se procedid a purificar las fracciones de 1gG's murinas que tuvieran actividad
inmune al CPPD-Histo, a partir del suero de los ratones inmunizados. Se separaron,
por cromatografia de afinidad en Sefarosa-Proteina A, fracciones enriquecidas de 1gG
totales (FR’s eluidas de la columna) que mostraron una concentracion de proteinas de

10.8 mg/ml y los titulos de 1:320 en ELISA, al utilizar el CPPD-Histo como antigeno
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Figura 4: Actividad inmune de los antigenos de la cepa EH-53 en IDG.
Los antigenos fueron obtenidos segun lo descrito en materiales y
métodos. 1=CPPD-Histo EH-53; 2=M210; 3=EH-53; 4=M222; 5=testigo
de antigeno especifico; 6=soluciéon salina isotdnica; +=suero de
paciente con histoplasmosis comprobada; -=suero de individuo sano.

unido a fase sélida (Cuadro 2). Las fracciones enriquecidas de igG's al ser
seleccionadas para la actividad anti-CPPD-Histo, por cromatografia de afinidad en
Sefarosa-CPPD-Histo, presentaron un rendimiento muy bajo con una concentracién de
proteinas de 0.05 mg/ml, y un titulo de 1:640 en ELISA frente al antigeno homélogo.
Estas fracciones fueron seleccionadas para los ensayos de microscopia de
fluorescencia y electronica. Las fracciones no retenidas (FNR) separadas tanto en la
columna de Sefarosa-Proteina A como en Sefarosa-CPPD-Histo no fueron reactivas al
CPPD-Histo (Cuadro 2). Un condensado de los resultados de cada una de las
fracciones probadas, incluyendo las lecturas en densidades opticas obtenidas,
postseparacién en el cromatégrafo, para cada una de las fracciones, asi como, los
datos registrados para los anticuerpos empleados como testigos (IgG normal), se

registran en el cuadro 2.

FORMAS FUNGICAS
La separacién de formas fUngicas a partir del micelio de H. capsufatum, se
procedio en la cepa EH-377, seleccionada por la gran cantidad de macroconidios que

produce, la cual fue sembrada en agar extracto de malta para estimular la conidiacion.



cromatografia.

Cuadro 2: Actividad inmune de las 1gG’s obtenidas por

Anticuerpos (fracciones) | D.O. | Proteinas (mg/ml) | ELISAS (titulo)
fgG anti Histoplasma (FR)™ | 1.095 10.8 1:320
|gG anti Histoplasma (FNR)' | 1.693 171 (-)
19G anti CPPD-Histo (FR) 0.210 0.05 1.640
tgG anti CPPD-Histo (FNR) 3.2 (=)
IgG normal (FR)" 0.722 4.4 (-)
1gG normal (FNR)Y 1.695 87.3 (=)

no retenida en la columna.

*Se utilizé el método de ELISA indirecta (Voller et al., 1979) empleando el
conjugado anti-IgG total de ratén biotinilado
métodos). "Fracciones obtenidas por cromato
*Fracciones obtenidas por cromatografias en Sefarosa-Proteina A vy
Sefarosa-CPPD-Histo. FR=Fraccion retenida en la columna; FNR= Fraccion

(ver detalles en materiales y
grafia en Sefarosa-Proteina A.

La disgregacion de las formas fungicas fue probada por sonicacidn, siendo la

aplicacién de 60 y 70 Hertz la adecuada (Cuadro 3). Por consiguiente, esta condicion
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fue la elegida para proceder a la separacion por centrifugacién en gradiente de Percoll.

En la centrifugacién diferencial, se obtuvieron tres fracciones; en la primera, parte
superior del gradiente (Figura 5), se observé una gran cantidad de fragmentos de hifas:
en la segunda fraccién, parte media del gradiente (Figura 6), se separé una fraccidn

enriquecida de macroconidios; y en la tercera fraccion, parte del sedimento (Figura 7),

se encontraron restos de micelio y de medio de cultivo.



Cuadro 3. Separacién de muestras de micelio de H.
capsulatum por sonicacion.

Muestra | Ciclos aplicados | Pulsos Tiempo Separacion’
{Hertz)

1 30 5 30 seg/puiso *

2 40 5 30 seg/pulso *

3 50 5 30 seg/pulso =*
4 60 5 30 seg/pulso bl
5 70 5 30 seg/puiso ke
6 80 5 30 seg/pulso ™
7 80 5 30 seg/pulso w*
8 100 5 30 seg/pulso o

Se utilizd la cepa EH-377 para este procedimiento.
*Valoracién de la separacién: * Mala; ** Regular; ** Buena.

Figura 5: Fraccién con fragmentos de hifa de la fase micelial de H.
capsulatum separada por Percoll. La fraccion representa la parte
superior del gradiente de Percoll, ver detalles en materiales vy
métodos. Aumento 600X.
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Figura 6: Fraccidon enriquecida de macroconidios de la fase
micelial de H. capsulatum separada por Percoll. La fraccion
representa la parte media del gradiente de Percoll, ver detalles en
materiales y métodos. Aumento 600X,

» - o -
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Figura 7: Fraccién del sedimento de la fase micelial de H.
capsulatum separada por Percoll, La fraccion representa la parte
del sedimento del gradiente de Percoll, ver detfalles en materiales
y métodos. Aumento 600X,
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Para la obtencidon de las formas levaduriformes se realizaron las curvas de
crecimiento de las dos cepas de H. capsulatum. Ambas curvas mostraron una cinética
similar, con diferentes tiempos de generacion (tg). Para la cepa EH-53, el tg=2:13 h y
para ta cepa EH-377, el tg=6:18 horas. Se selecciond la curva de crecimiento para la
cepa EH 377 (Figura 8), con el tg=6:18 h, el cual permite discriminar mas facilmente las
tres etapas (temprana, media y tardia) de la fase logaritmica de crecimiento. Las
levaduras de esta fase fueron usadas para el procesamiento en microscopia de

fluorescencia y electronica.

045 - Cepa EH-53
1{ ty=2:13 h
0.4
K.
Pl Cepa EH-377
t;= 6:18 h
Q= ey S i
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 24 26 28 30 32 34 38

Tiempo {h)

Figura 8. Curva de crecimiento de levaduras de H. capsulatum. Las levaduras fueron
cultivadas en medio sintético a 37°C. A partir de un in6culo inicial se estimuld el
crecimiento de las células en condiciones estables (ver detalles en materiales y
métodos). El tiempo de generacion se calculd segun Amaral ef al. (1967). Las flechas
indican las etapas de la fase logaritmica de crecimiento, utilizada para el procesamiento
en microscopia electrénica.
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INMUNOLOCALIZACION CELULAR DEL GPPD-Histo

Microscopia de fluorescencia: Las formas y estructuras fangicas fueron
iniciaimente observadas en microscopia de fluorescencia. Las formas separadas por
Percoll no desarrollaron fluorescencia en ninguna de sus fracciones, adn cuando se
cambio el anticuerpo primario (suero anti-Histoplasma o IgG anti-Histoplasma). Dada la
repetitividad de ausencia de reaccién en las formas fingicas provenientes de la
separacién con Percoll, se procedié a obtener formas directamente de la masa fungica
a partir de colonias en cultivo sdlido. El resultado obtenido con estas muestras se
observa en la figura 9, donde la inmunoflucrescencia revela el antigeno distribuido en
la pared celular y en los septos de las hifas. Para las levaduras cosechadas en las tres
etapas de la fase logaritmica de crecimiento, las marcas de fluorescencia se cbservan
distribuidas en la zona correspondiente a la pared celular (Figura 10), no habiendo
diferencias en las muestras colectadas en las distintas etapas de la fase logaritmica de

crecimiento. Por otro lado, en los controles negativos no se observé fluorescencia.

AR e

R £ X 3 o oo. -
Figura 9: Inmunolocalizacion por fiuorescencia del CPPD-Histo en la fase
micelial de H. capsulatum. Se utilizdé 1gG anti-CPPD-Histo como
anticuerpo primario en dilucién 1:100 y como segundo anticuerpo anti
IgG marcado con FITC, en dilucion 1:50. (ver detalles en materiales y
métodos). Aumento 1300X.
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Figura 10: Inmunolocalizacion por fluorescencia det CPPD-Histo en la
fase levaduriforme de H. capsulatum. Se utilizé IgG anti~-CPPD-Histo
comg anticuerpo primario en dilucidn 1:100 y como segundo
anticuerpo anti 1gG marcado con FITC, en dilucion 1:50. (ver detalles
en materiales y métodos). Aumento 1300X.

Microscopia electronica: El método de inmunoro permitid discriminar Ia
ubicacion del CPPD-Histo, en las diferentes estructuras flngicas estudiadas. En hifas,
ia localizacion del antigeno no estd muy bien definida (Figura 11). En los
macroconidios, las marcas se ubican fundamentalmente en la pared celular de las
proyecciones digitiformes como se observa en la secuencia de las figuras 12a, b y c,
donde en el detalle de la figura 12¢c podemos apreciar con mayor claridad las marcas
de oro coloidal. Una mejor cbservacion de las marcas se ilustran en la secuencia de las
figuras 13a, b y ¢, los acercamientos de las figuras 13b y ¢ muestran abundantes
marcas de oro coloidal en la zona de mayor grosor de la capa externa de la pared

celular de una seccion de la proyeccién digitiforme de un macroconidio inmaduro
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(Figura 13c), a diferencia de las capas delgadas de la pared de los macroconidios
(Figuras 14a, b y c). En numerosas observaciones de los microconidios se encontraron
depositos especificos de oro coloidal distribuidos uniformemente en la pared celular
(Figuras 15a y b). En las levaduras no se observaron localizaciones definidas de las
marcas de oro coloidal, éstas se distribuyeron indiscriminadamente en células
cosechadas en las diferentes etapas de la fase logaritmica de crecimiento y se
distribuyeron en toda la célula, como se observan en las figuras 16a y b. Los controles

negativos (Figuras 12d, 13d, 14d y 16¢c) mostraron muy poca marca inespecifica.
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Figura 11: Inmunolocalizacion por microscopia electronica del CPPD-Histo en hifas de
la fase micelial de H. capsuiatum. Se utilizd lgG anti-Histoplasma como anticuerpo
primario en dilucidn 1:100 y como segundo anticuerpo anti-lgG marcada con oro
coloidal de 10 nm, en dilucidén 1:50 (ver detalles en materiales y métodos). Aumento
22000X.
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Figura 12: Inmunoiocalizacién por microscopia electrénica del CPPD-Histo en
macroconidios de la fase micelial de H. capsulatum. Se utilizd 19G anti-Histoplasma
como anticuerpo primario en dilucion 1:100 y como segundo anticuerpo anti-lgG
marcada con oro coloidal de 10 nm, en dilucién 1:50. a) Vista general de un
Macroconidio (aumento 1 6000X). b) Acercamiento de la estructura anterior, resaltando
las marcas de oro coloidal (aumento 24000X). c) Detalle de Ia pared celular con
abundantes marcas (aumento 38000X). d) Control negativo (aumento 14000X). pd=

proyeccion digitiforme; o= marcas de oro coloidali.
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Figura 13: inmunolocalizacién por microscopia electrénica del CPPD-Histo en la zona
de mayor grosor de la capa externa de la pared celular de macroconidios de la fase
micelial de H. capsufatum. Se utilizé 19G anti-Histoplasma como anticuerpo primario en
dilucién 1:100 y como segundo anticuerpo anti-lgG marcada con oro coloidal de 10 nm,
en dilucién 1:50. a) Vista general de un macroconidio inmaduro (aumento 16000X). b)
Acercamiento de la estructura anterior, resaltando las marcas de oro coloidal (aumento
24000X). c) Detalle de la proyeccién digitiforme con las marcas en la zona de mayor
grosor de la capa externa de la pared celular (aumento 20000X). d) Control negativo
(aumento 13000X). pc= pared celular; pd= proyeccion digitiforme; ce= capa externa de

la pared celular; ci= capa interna de la pared ceiular; o= marcas de oro coloidal.
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Figura 14: Inmunolocalizacion por microscopia electrénica del CPPD-Histo en las
zonas delgadas de la capa externa de la pared celular de macroconidios de la fase
micelial de H. capsufatum. Se utilizé IgG anti-Histoplasma como anticuerpo primario en
diluciéon 1:100 y como segundo anticuerpo anti-igG marcada con oro coloidal de 10 nm,
en dilucion 1:50. a) Vista general de un macroconidio (aumento 16000X). b)
Acercamiento de la estructura anterior, resaltando las marcas de oro coloidal (aumento
23000X). c¢) Detalle de la proyeccion digitiforme con pocas marcas en las capas
delgadas de la pared celular (aumento 36000X). d) Control negativo (aumento
10000X). pc= pared celular: ce= capa externa de [a pared celular: ci= capa interna de
la pared celular; zd= zona delgada de la capa externa de Ia pared celular; zg= zona de

mayor grosor de la capa externa de la pared celular; o= marcas de oro coloidal.
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Figura 15: Inmunolocalizacion por microscopia electronica dei CPPD-Histo en
microconidios de la fase micelial de H. capsulatum. Se utilizé IgG anti-Histoplasma
como anticuerpo primario en dilucidon 1:100 y como segundo anticuerpo anti-lgG
marcada con oro coloidal de 10 nm, en dilucién 1:50. a) Vista general de un
microconidio (aumento 20000X). b) Acercamiento de la estructura anterior, resaltando
las marcas de oro coloidal (aumento 38000X). pc= pared celular; o= marcas de oro

coloidal.
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Figura 16: Inmunolocalizacién por microscopia electrénica del CPPD-Histo en la fase
levaduriforme de H. capsufatum. Se utilizd IgG anti-Histoplasma como anticuerpo
primario en dilucion 1:100 y como segundo anticuerpo anti-lgG marcada con oro
coloidal de 15 nm, en dilucién 1:50. a y b) Distribucion de la marca en toda ia célula

levaduriforme (aumento a 58000X, b 11 8000X). c) Control negativo (aumento 76000X).
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Figura 17: Macroconidios con unidades de crecimiento o de ‘germinacion”. Las
unidades de crecimiento estan representadas por las prolongaciones a partir de las
proyecciones digitiformes. La foto fue tomada de macroconidios obtenidos del hongo

crecido en EM. La observacién se realizé en microscopia de luz. Aumento 1700X.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En la actualidad, la produccién de antigenos por técnicas de Biologia Molecular,
con base en la secuenciacion y clonacién de genes, ha permitido separarlos en alto
grado de pureza y en cantidades deseadas. Eso es valido, cuando se trate de
antigenos proteicos, pero en otros tipos de antigenos, tales como polisacaridicos,
complejos polisacarido-proteina, giicoproteinas o lipoproteinas, la busqueda para
obtener la purificacion y mayor cantidad de antigeno, toma un curso diferente. La
ubicacion celular de un antigeno ofrece otras alternativas, tal como obtener mayores
datos sobre la composicién de las diferentes estructuras del organismo, el cual
permitiria  seleccionar aquélla (as), donde el antigeno en estudio esta

preferenciaimente ubicado, lo que facilitaria la obtencion y purificacion del antigeno
buscado.

Se selecciond la cepa de referencia EH-53 para la produccion de antigenos
crudo y purificado en este estudio, por ser sus antigenos los rutinariamente empleados
en el servicio de inmunodiagndstico para la histoplasmosis en nuestra institucion. La
localizacién de la posicién celular del antigeno purificado CPPD-Histo, repercutiria en
una mejor produccion del mismo. La histoplasmina de la cepa EH-53 presentdé en IDG,
las bandas de precipitacion H y M caracteristicas de H. capsufatum (Figura 4), lo que
confirma su especificidad y concuerda con los antecedentes publicados, recordando
que ia histoplasmina es una mezcla de componentes antigénicos no purificados del
filtrado crudo del hongo crecido en un medio quimicamente definido (Heiner, 1958). Por
otro lado, el CPPD-Histo sélo presentd una banda (Figura 4), este antigeno tiene ia
caracteristica de poseer en su composicién quimica una mayor cantidad de
carbohidratos (Cuadro 1) que guarda una relacién de 3:1 a 5:1, con respecto a
proteinas, en los diferentes lotes de extraccion, a pesar de los métodos de
desproteinizacion (Taylor & Bojalil, 1977; Taylor ef al., 1980: Toriello et al., 1997), lo
que indica que el componente proteico es muy estable a los tratamientos sometidos.

Antecedentes de Taylor & Bojalii (1977) demostraron que los componentes
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inmunoespecificos del CPPD-Histo se encuentran muy relacionados a los
polisacéridos, puesto que el tratamiento enzimatico con B-glucosidasa elimina su
reactividad inmune. Parece ser que éste antigeno no contiene los denominados
antigenos H o M (Flores-Robles et al., 1998).

Por otro lado, la cepa EH-377 fue utilizada para realizar la inmunolocalizacién en
fase micelial, debido a su morfologia con abundante conidiacién, principalmente de
macroconidios, caracteristica que se ha asociado en las cepas aisladas de la
naturaleza (Taylor com. pers.), particularmente de reservorios del hongo como los
murciélagos infectados (Taylor ef af., 1998: Chavez-Tapia ef al., 1998).

lLos tiempos de generacion obtenidos para las levaduras de las dos cepas
estudiadas (cepa EH-53 tg=2:13 h, cepa EH-377 tg=6:18 horas), confirman que H.
capsulatum es un hongo de crecimiento lento. El tiempo de generacion descrito para
primoaislamientos © para cultivos de cepas recién aisladas de H. capsulatum, es en
promedio de 6-8 horas in vitro (Berliner, 1973) y de 10-11 horas in vivo (Howard, 1964:
1965; 1967). La fase levaduriforme de la cepa EH-53, tuvo un tiempo generacional mas
corto (Figura 8), explicable por ser esa cepa muy adaptada a las condiciones de cultivo
en medios artificiales, ya que tiene mucho tiempo de ser manipulada en condiciones
experimentales, lo que pudo inducir una facilitacién en el crecimiento de la cepa en
fase levaduriforme repercutiendo en la disminucién de su tiempo de generacién. Con
base en los antecedentes, la fase levaduriforme de la cepa EH-377 fue utilizada en los
ensayos de inmunolocalizacion en microscopia, por ser la que presenté un tiempo de

generacion mas acorde al reportado en la literatura (Berliner, 1973).

La inmunolocalizacién se desarrolld inicialmente en microscopia de
fluorescencia, debido a que esta técnica es relativamente mas facil y menos costosa,
ademas de que con ella se pueden revisar de forma adecuada y rapida los reactivos,
como la preservacion de la antigenicidad en las muestras y la conservacién de la

reactividad inmune de los anticuerpos, asi se evitan resultados falsos negativos al
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proceder a la microscopia electrénica, que es una técnica que implica mas trabajo y
mas costo.

Al probar estrategias para obtener cantidades considerables de formas fangicas,
por sonicacion y separacién por Percoll, no se observaron marcas fluorescentes en la
inmunolocalizacién inicial, en ninguna de las fracciones obtenidas. A pesar de que se
repitieron ensayos con diferentes anticuerpos anti-H. capsulatum, el resultado al utilizar
formas separadas por Percoll fue sistematicamente negativo. Frente a esta respuesta
repetitiva, la Gnica explicaciéon encontrada fue la de que la separacion por Percoll
interfiere o aitera la conservacion de la antigenicidad de las muestras, razén por la
cual, se procedid a obtener formas directamente de la masa flngica, a partir de
colonias en cultivo sdlido, para su uso en microscopia de fluorescencia y electronica:

aunque en menor cantidad y de modo menos eficiente a Ia que se obtenia por Percoll.

Los resultados obtenidos con la inmunofluorescencia de las hifas no permitié
discriminar la posicién del antigeno a nivel muy fing, sin embargo se observo en las
hifas que el antigeno estaba distribuido en Ia pared celular y se presentaba mas
concentrado en los septos de esta forma fiingica (Figura 9). En la inmunofluorescencia
de la fase levaduriforme se encontré un resultado similar al de las muestras de hifas,
ya que las marcas fluorescentes se distribuyeron sobre la zona correspondiente a la
pared celular (Figura 10). La inmunolocalizacién en los conidios (macro vy
microconidios) por fluorescencia no fue detectada, debido a que estas formas por la
fragilidad de unién a sus respectivos conidiéforos no permanecieron unidas al soporte,
después de multiples lavadas para el tratamiento y no fueron ademas fijadas e
incluidas en resina, como se procedié en microscopia electrénica. Sin embargo, los
ensayos con hifas y levaduras comprobaron que no se alterd la antigenicidad de la
muestra y que el anticuerpo utilizado fue adecuado (lgG-anti-Histoplasma), lo que

permitio su empleo en el proceso de microscopia electrénica.
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Se utilizaron preferencialmente las IgG's inmunes anti-Histoplasma (Cuadro 2),
como reactivo de inmunoiocalizacién porque presentaron mejor rendimiento y buena
reactividad al CPPD-Histo, al probarias en ELISA (considerando que el esquema de
inmunizacién selecciona una respuesta dirigida, al utilizar para las Ultimas dosis de
inmunizacion el antigeno purificado CPPD-Histo). Aunque el titulo de los anticuerpos
obtenidos (1:320) fue bajo, se considera que este titulo como respuesta al antigeno
purificado pegado a fase solida (CPPD-Histo) es muy bueno (Toriello et af, 1997),
puesto que revela reacciones mas especificas y practicamente no expresa el cruce
Inmune, en pruebas de alta sensibilidad como ELISA, a diferencia del uso del antigeno
crudo (histoplasmina), unido a fase sélida, donde los titulos para ser considerados
positivos tienen que ser mayores de 1:640. (Taylor et al., 1980; Reyes-Montes ef al.,
1982; Toriello et al., 1991; Taylor ef af., 1993, Toriello et al., 1997). El uso de 1gG’s con
actividad especifica anti-CPPD-Histo, separadas a traves de la doble cromatografia de
afinidad en Sefarosa-Proteina A y Sefarosa-CPPD-Histo, fue descartada debido a la
baja cantidad de anticuerpos recuperados, a pesar de su mayor reactividad en ELISA
al antigeno CPPD-Histo unido a fase sélida (Cuadro 2).

Al emplear el método de inmunoro, la ubicacién del CPPD-Histo, permitié ser
mejor discriminada en las diferentes estructuras fungicas estudiadas. En hifas, la
localizacién del antigeno por este método no fue bien definida (Figura 11), aunque
coma se observd en fluorescencia se manifestaba en pared celular y septos (Figura 9).
En los macroconidios se observaron las mayores concentraciones de marcas de oro
coloidal en la pared celular (Figuras 12a-c). Mas abundantemente en las zonas de
mayor grosor de la capa externa de la pared celular de las proyecciones digitiformes de
los macroconidios (Figuras 13a-c), a diferencia de las zonas delgadas de la pared
(Figuras 14a-c). A diferencia de los macroconidios, los microconidios no concentraron
gran cantidad de marcas de oro coloidal en la pared celular ni presentaron diferencias
en la distribucién de la marca (Figuras 15a, b). En las levaduras no se observé una
localizacion definida de las marcas de oro coloidal (Figuras 16a, b), éstas se

distribuyeron indiscriminadamente en toda la célula. Los controles negativos mostraron
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que aunque existe marca inespecifica, éstas son escasas (Figuras 12d, 13d, 14d y

16¢), lo que confirma la especificidad del reconocimiento inmune utilizado como
estrategia en este método.

La pared celular de H. capsulatum esta compuesta de glucanas
(predominantemente f en fase micelial Yy « en la fase levaduriforme), quitina, proteinas
y lipidos, lo que sugiere que el antigeno CPPD-Histo es un componente de ella. Los
CPPD-Histo tienen B glucanas como principal constituyente de la parte polisacaridica
(Taylor & Bojalil, 1977), razén por la cual el antigeno esta mas concentrado en |a pared

celular de la fase micelial que en levaduras, donde la inmunolocalizacion revela una
distribucion difusa del antigena.

Observaciones previas sugieren que las proyecciones digitiformes de los
macroconidios pueden funcionar como probables unidades de crecimiento o de
“‘germinacion”, como se observa en |a figura 17 (Taylor, com. pers.), y la presencia de
mayor concentracion del antigeno en las zonas de mayor grosor de la capa externa de
la pared celular de los macroconidios sugiere su participacién y sintesis en la funcién
de crecimiento celular y compromete ademas a estas zonas, de las proyecciones

digitiformes, como futuras unidades de crecimiento unidireccional del hongo.

Debido a que el tipo de resina utilizado para microscopia electrénica (resina
Lowicryl) esta dirigido a preservar la antigenicidad de fas estructuras fingicas y no a
conservar la ultraestructura, las muestras procesadas no presentaron buena

conservacion de los organelos celulares.

En conclusion, se puede afirmar que la localizacién del antigeno CPPD-Histo se
encuentra con mayor abundancia en la fase micelial, mas en los macroconidios y
particularmente en la capa externa de la pared celular de sus proyecciones

digitiformes; la presencia en las hifas es notoria en septos, segin los datos de

TUOSAUR EBE LA SiduIYIEuR
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inmunodiagndstico rapido de la enfermedad, particularmente cuando esta asociada a

ofro padecimiento, como por ejempio al SIDA.
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