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Introduccioén

La apariciéon de infecciones fungicas como las principales causas de morbilidad y
mortalidad en individuos inmunodeprimidos ha impulsado a su estudio y tratar de

comprender como el hospedero reconoce a los patégenos fungicos.

Los hongos al ser organismos eucariotes comparten ciertas caracteristicas con los
mamiferos, una de las diferencias mas significativas, es la presencia de pared celular, su
estudio ha sido una tarea dificil debido a que los hongos deben remodelarla dependiendo

de sus necesidades (Levitz, 2010).

Los componentes de la pared celular fungica son reconocidos por los receptores de
superficie de las células fagociticas pertenecientes a la inmunidad innata, que son la
primer linea de defensa al ataque de cualquier organismo extrafio (Barreto, et al. 2014)
(Karkowska-Kuleta, et al. 2015). En este trabajo nos centraremos en el papel que juega el
receptor de manosa en el reconocimiento del conidio de Sporothrix schenckii previamente

opsonizado con proteinas plasmaticas, asi como la identificacion de estas.

Estudios previos del laboratorio han demostrado que para que el conidio de Sporothrix
schenckii sea fagocitado eficientemente por los M® es necesario que este sea opsonizado
por proteinas encontradas en el suero humano preinmune (Guzman, et al. 2012). Con la
finalidad de encontrar cual o cuales eran las proteinas séricas encargadas en la
opsonizacion del conidio de Sporothrix schenckii se realizd un fracionamiento por

diferentes métodos cromatograficos del SHP.




Marco Teérico

Esporotricosis

La esporotricosis es una micosis subcutanea causada por el hongo dimérfico Sporothrix
schenckii, es una enfermedad cosmopolita, la cual predomina en Africa del Sur, Japén vy el
mayor numero de casos se ha descrito en Norteamérica (Tellez, et al. 2014). En México es
la micosis subcutanea mas frecuente, y se ha encontrado principalmente en el sur del
Distrito Federal, Puebla, Guanajuato, Jalisco, Hidalgo, Veracruz, Michoacan, Oaxaca, San
Luis Potosi y Estado de México (Arenas, et al. 2011) (Bonifaz, et al. 2012).

Se describe como una enfermedad ocupacional, principalmente desarrollada en
agricultores, floricultores, etcétera, debido a que el hongo se puede encontrar en el suelo
y/o plantas, también se han reportado transmisiones zoonoticas siendo los gatos los

principales portadores (Bastos, et al. 2011).

La infeccién generalmente ocurre mediante traumatismos con material contaminado con
hifas y/o conidios del hongo, desarrollando lesiones nédulo gomosas limitadas en piel,
tejido celular subcutdaneo y ganglios linfaticos, afectado preferentemente cara vy
extremidades, en raras ocasiones puede diseminarse a otros érganos ( Sassa, et al.
2009) (Tellez, et al. 2014). La forma clinica mas frecuente es la cutaneo-linfatica, inicia
aproximadamente a las 3 semanas de inoculacion con una lesién nodular o ulcerada en el
sitio de infeccidn, posteriormente aparecen lesiones siguiendo una trayectoria hacia el

ganglio linfatico (Rodrigues, et al. 2014).

También, puede presentarse de forma mas severa como la forma osteoarticular y
meningea, en la que la carga, la virulencia del indculo, la inmunosupresion, la desnutricion
y/o el alcoholismo del hospedero son factores predisponentes (Fernandes, et al.
2008)(Sassa, et al. 2009).




— — _ Multiple
Linfatica (70%) - Micetomatoide
Verrugosa

. Curacion espontanea
Normeérgica— Cutdnea —

Fija (25%)
Esporotricosis —
Pulmonar
Hipoérgica —  Diseminada | Visceral
(5%) Osteoarticular

-

Figura 1 Clasificacion de la esporotricosis (esquema adaptado Arenas 2011 y Bonifaz 2012).

Sporothrix schenckii

Sporothrix schenckii, es un organismo eucarionte, inmovil y heterétrofo, clasificado en la
division Ascomycota, clase Pyrenomycetes, orden Ophiostomatale y familia
Ophiostomatacea. Estudios moleculares recientes han demostrado que Sporothrix
schenckii constituye un complejo de numerosas especies filogenéticas como S. schenkii
var. schenckii, S. schenckii var. brasiliensis, S. schenckii var. globosa, S. schenckii var.
mexicana, S. schenckii var. luriei y S. schenckii var. albicans (Romeo, et al. 2011)
(Fernandes, et al. 2013) (Oliveira, et al. 2013) (Anderson, et al. 2015).

Sporothrix schenckii es un hongo dimoérfico, es decir que tiene la capacidad de cambiar de
forma filamentosa a levaduriforme. Esta ultima, es la fase parasitaria la cual se obtiene al
cultivarlo en medios ricos tales como agar infusion de cerebro y corazén (ABHI) a 35-37 °
C. de 7 a 15 dias. Macroscopicamente, se observan colonias cremosas, de color blanco o

beige similares a colonias bacterianas; y microscopicamente, se observan cuerpos




asteroides (biopsias) y/o células levaduriformes redondas u ovaladas en forma de puro

con un tamafo que va de los 2 a los 6um de diametro (Bastos, et al. 2011).

Su morfologia filamentosa se obtiene al cultivarlo a 28°C en agar dextrosa de Saboraud o
Micosel, caracterizado por presentar hifas hialinas, septadas y ramificadas de 1 a 2 um
de ancho, dando la imagen tipica de “flor de margarita o durazno”, también presenta
conidios unicelulares en forma de lagrima o gota, son hialinos o subhialinos que miden
entre 3 y 6 uym, algunas otras especies pueden presentar conidios de mayor tamano,
triangulares, pigmentados y de paredes gruesas. Macroscopicamente, produce colonias
filamentosas en medios como agar extracto de malta o agar papa dextrosa a menudo
rugosas, de color blanco a cremoso tornandose de marrén a negro después de unos dias
(Arenas, et al. 2011) (Barros, et al. 2011) (Bonifaz, et al. 2012) (Rappleye, et al. 2006)
(Fernandes, et al. 2008).

Sporothrix schenckii
(hongo dimérfico)

Fase filamentosa Fase levaduriforme
(infectante) (parasitaria)
(4]
0
-~ [

:Oa?b
o N 04 °

Se presenta en la naturaleza, Se presenta en el huésped,
0 medio Sabouraud a 28°C 0 medio de gelosa-sangre a 37°C

Figura 2 Dimorfismo Sporothrix schenckii (Bonifaz, et al. 2012).




Pared celular

La pared celular de los hongos esta constituida principalmente de quitina y [-glucanos
aunque también consta de otros polisacaridos de estructuras complejas. En el caso
especifico de Sporothrix schenckii se aislaron de la pared celular de la forma
levaduriforme diversos polisacaridos entre los que se encuentran: D-manosa (50%) y L-
ramnosa (33%), pequefias cantidades de galactosa (1%), y alrededor de 16% péptidos. Al
ser la estructura celular mas externa de los microorganismos, conlleva importantes
determinantes antigénicas estando implicada en la adhesion, colonizacién, sefalizacion y
reconocimiento inmune (Lopes, et al. 2006) (Bastos, et al. 2011) (Alba, et al. 2014)
(Barreto, et al. 2014) (Karkowska-Kuleta, et al. 2015).

Los componentes de la pared celular fungica son ampliamente estudiados ya que tienen
un papel importante en la accion de los agentes antifungicos y en el reconocimiento del
hongo por parte del sistema inmune innato induciendo una respuesta celular y/o humoral.
Debido a que la mayoria de sus componentes estan ausentes en las células animales los
convierte en objeto de estudio para el diagndstico, asi como para la elaboracion de nuevas

terapias (Lopes, et al. 2006).

Debido a la localizacién de manoproteinas en la parte mas externa de la pared celular
fungica, la deteccién de mananos es uno de los primeros pasos en el reconocimiento del
sistema inmune mediado por células fagociticas. Sin embargo, otros componentes tales
como glucano y quitina (a un nivel interior) también influyen en el reconocimiento de las

células fungicas por los leucocitos (Alba, et al. 2014) (Barreto, et al. 2014).

Inmunidad innata

El reconocimiento de los microorganismos por el sistema inmune innato es la primera linea
de defensa del hospedero contra patégenos. Por lo tanto el contacto de la célula
hospedero y el patégeno activan rapidamente la respuesta inmunolégica. En los

vertebrados, esta respuesta se inicia en cuestion de minutos, y se encarga de defender al




organismo de agentes nocivos como algunas sustancias o particulas inertes y contra

patdbgenos como bacterias, hongos, parasitos y virus (Murphy, et al. 2009)(Brown, 2006).

Una vez que el agente extraio ha ingresado, se inicia la respuesta innata para delimitar y

reducir el dafno.

El sistema inmune innato esta constituido de diversas barreras fisicas y quimicas, como es
el caso de la piel, el pH y algunas enzimas como la lisozima. Otra parte importante que lo
conforma, son las células fagociticas como los macrofagos (M®), células dendriticas (CD)
y los polimorfos nucleares (PMN) como los neutrdfilos. Los M® localizados en los tejidos
submucosos son las primeras células que encuentran a casi todos los patdgenos, y son
reforzados por el reclutamiento de neutréfilos hacia el sitio de infeccion (Murphy, et al.
2009).

Las células fagociticas reconocen a los patdogenos por medio de receptores de superficie
celular que pueden reconocer entre las moléculas de la superficie desplegadas por los
patdogenos y las del hospedero. Por ejemplo, en las bacterias se reconoce el
lipopolisacarido y en los hongos el B-glucano. Estas estructuras repetidas se conocen
como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y los receptores que los
reconocen, son los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). Algunos de estos
receptores, como el de manosa, estimulan directamente la fagocitosis, mientras que otros
se producen como moléculas secretadas que promueven la fagocitosis mediante la
opsonizacion o mediante la activacion del complemento (Minh, et al. 2002) (Negrini, et al.
2013) (Zimmer, et al. 2015).

Varios de estos receptores de superficie reconocen directamente la superficie patdgenos,
siendo de suma importancia para determinar tiempo de internalizacion, la via de

sefnalizacion a seguir, los tipos de citosinas a secretar, el estallido respiratorio, etcétera.




Reconocimiento por
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Figura 3 Respuesta inmune innata (Murphy, et al. 2009). Fases dependientes del reconocimiento de
patdégenos.

Fagocitosis.

La fagocitosis, es un mecanismo clave en la inmunidad innata, dicho termino fue acufiado
en 1882 por primera vez por Elie Metchnikoff, al hundir espinas de rosal en larvas
bipinnaria de estrellas de mar, donde observo la acumulacion de diversas células méviles
en torno a estos cuerpos extrafos, observo células que migraban e internalizaban
particulas explicando el mecanismo de la teoria de inmunidad celular, mencionando que el
organismo posee células especializadas encargadas de la eliminacién de patégenos como

mecanismo de defensa (May, et al. 2011).

Hoy en dia la fagocitosis estd definida como el proceso dependiente de actina e
independiente de clatrina, que se encarga del reconocimiento, la ingestidn y eliminacion de
patdgenos con un tamafo mayor de 0,5 um en vacuolas unidas a la membrana conocidas
como fagosomas. (Spencer, et al. 2014) (May, et al. 2011 ) (Underhill, et al. 2012)
(Freeman, et al. 2014).

El contacto inicial del patdgeno con la superficie de una célula fagocitica desencadena dos
eventos: el primero es el muestreo quimico del objetivo a través de la participacién del
receptor de superficie (reconocimiento) y el segundo es el proceso de fagocitosis o
internalizacién. El primer proceso se puede dividir a su vez en dos etapas: la primera es la
interaccion del patégeno con la membrana de la célula fagocitica, si este es reconocido
eficazmente, se inicia la segunda fase, que es la formacion del pseudopodo mediante la

polimerizacién de la actina, para dar lugar a la formacion del fagosoma. Tal sefializacion




puede ser suficiente para inducir la produccion de algunas citosinas proinflamatorias.
Formado el fagosoma, comienza su maduracion al fusionarse con componentes
endosomales y lisiosomales dando lugar a una nueva estructura llamada fagolisosoma
(Ver Figura 4) (Underhill, et al. 2012).

El fagolisosoma comienza a liberar la lisozima e hidrolasas acidas, que participan en la
degradacion del patégeno. Ademas, los fagocitos ensamblan el complejo NADPH oxidasa,
que cataliza la produccion de una serie de compuestos derivados del oxigeno altamente
téxicos que incluyen el superoxido, el peroxido de hidrogeno, los radicales de hidroxilo, y
el 6xido nitrico. La produccion de estos compuestos toxicos se acomparna de un aumento
transitorio en el consumo de oxigeno por las células, llamado estallido respiratorio.
Mientras que los macrofagos generalmente sobreviven a este evento y continuaran en
circulacion para el reconocimiento de otros patdgenos, mientras que los neutrofilos suelen

morir después de este proceso (Bruce, et al. 2002).

La célula fagocitica reune informacion sobre las propiedades fisicas del patdgeno para
determinar el procedimiento a seguir. Se cree que el reconocimiento y la internalizacion
estan estrechamente relacionados entre si, proporcionando una mayor afinidad entre el
PAMP vy el receptor provocando una senalizacion mas eficaz. Para que la célula pueda
iniciar con el proceso de fagocitosis, necesita considerar diversos factores, entre los que
destacan el tamano de la particula, la morfologia, la composicion quimica y si esta esta
viva o muerta (Underhill, et al. 2012).

Los macrofagos son las principales células fagociticas que expresan una amplia gama de
receptores de membrana, que median la interaccion y reconocimiento entre los
componentes propios del organismo asi como agentes externos (patégeno). El
reconocimiento esta mediado por cambios en la superficie, la absorcion, sefalizacién y
expresion de genes alterados, lo que contribuye a la homeostasis, la defensa del
hospedero, los mecanismos efectores innatos y la induccién de la inmunidad adquirida
(Tylor, et al. 2005).

Entre los principales receptores que intervienen en el proceso de fagocitosis encontramos

a los receptores tipo Toll (TLR’s), Receptores de lectina tipo C (CLRs); tales como dectin
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1, dectin 2, Mincle, DC-SING vy el receptor de manosa; también cuentan con el receptor
del complemento 3 (CR3) y miembros de la familia de receptores scavenger (tales como
CD36).

Los TLRs y CLRs activan multiples vias intracelulares tras la union a PAMPs. Después de
que dichos receptores son activados por la captacion de PAMPs, estos median la
activaciéon y producciéon de moléculas pro-inflamatorias para la activacion de poblaciones
celulares adicionales. Los PRRs transducen la sefal recibida desde la superficie hasta el
nucleo a través de una via de senalizacion que depende del factor de diferenciaciéon
mieloide adaptador 88 (MyD88) y sus mediadores en el caso de algunos TLRs. En el caso
de dectin 1 y 2 la sefializacién esta mediada por SYK, mientras que manosa carece de via
de senalizacion (Figura 8). Debido al gran repertorio de receptores que necesitan para
iniciar la respuesta algunos autores reportan que dichos receptores actuan de manera
colaborativa, donde el receptor de manosa y dectin 1 actuan como receptores fagociticos,
mientras que los TLRs solo figuran en la sefalizacién y activacion de citosinas

proinflamatorias (Underhill, ef al. 2012).

Estudios previos en el laboratorio han mostrado que para favorecer la fagocitosis de
conidios y blastoconidios de S. chenkii es necesaria la opsonizacion con glicoproteinas
séricas, donde los M® responden a la opsonizacion a traves de diferentes receptores
fagociticos principalmente el receptor de manosa, TLR y Dectin 1 induciendo una
respuesta celular diferencial. Estas interacciones dan lugar a la mejora de la
internalizacién, que conduce a la liberaciéon de citoquinas pro-inflamatorias y activacién de

los mecanismos antimicrobianos (Guzman, et al. 2012).
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Figura 4 Proceso de fagocitosis (Figura tomada y editada de Underhill, et al. 2012) EI proceso por el
cual las células engullen materia sélida se llama fagocitosis. Hay cuatro pasos esenciales en la fagocitosis:
(1) la membrana plasmatica atrapa la particula, (2) se forma una vacuola dentro de la célula para contener la
particula, (3) los lisosomas se fusionan con la con el fagosoma, y (4) las enzimas de los lisosomas digieren
la particula.

Receptores de reconocimiento de patrones (PRRs).

Receptor de manosa

Como ya se dijo entre los receptores fagociticos encontramos al MR, este receptor es una
lectina de tipo C, que reconoce e internaliza patdgenos a través de moléculas glicosiladas
con manosa terminal, fucosa y residuos de N-acetil glucosamina ( Janeway, et al. 2001)
(Gazi, et al. 2009) (Guzman, et al. 2012). El MR es un receptor transmembranal de 180
kDa constituido por 5 dominios: un dominio rico en cisteina extracelular NH,-terminal en

cargado en reconocer carbohidratos sulfatados de manera independiente de Ca®* , un
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dominio fibronectina de tipo Il, una sucesién de ocho dominios de reconocimiento de
hidratos de carbono (CRD) donde los dominios 4, 5 y 7 reconocen principalmente a
manosa y fucosa de una manera dependiente de Ca®", un Unico dominio transmembranal,
y uno corto (cola citoplasmatica carboxilo-terminal) (Azad, et al. 2014) (Macedo, et al.
2014) (Zhao, et al. 2015).

Otra caracteristica importante del MR es su capacidad constitutiva a ser internalizado
rapidamente de la membrana plasmatica a través vesiculas revestidas de clatrina para la
entrega en el sistema endosomal. En estudios con ratones recientemente se ha
demostrado que también estd implicado en el mantenimiento de niveles normales de

glicoproteinas y liquidacion de hidrolasas lisosomales (Porcaro, et al. 2003).

ESTRUCTURA DEL RECEPTOR DE MANOSA

‘ CR. Dominio rico en cisteina

FNII: Dominio con repetidos de fibronectina tipo Il

FNIl CR

CRDs.” Dominios de reconocimiento de carbohidratos.
(Calcio dependientes)

CRDs

= 00000 | 00000
= i
00000 \OO@O@ 3 S 2 =
5 . TM y CT: Dominios transmembranales y citoplasmicos
B S
s

Figura 5 Receptor de manosa.
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Receptor Dectin 1

Dectin-1 al igual que MR es un receptor de membrana, esta constituido por un unico
dominio extracelular de lectina tipo C (dominio de reconocimiento de hidratos de carbono,
CRD), que reconoce glucanos y un ligando endégeno indefinido en las células T. EIl CRD
se separa de la membrana por una region del tallo, tiene una cola citoplasmica con un

motivo basado en la activacién de tirosina (ITAM) (Brown, et al. 2006).

Dominio llgado a lectina tipo C

QOO0 § OOOO
o Dominio transmembranal
OOOOA.0000
TTAM

Amino terminal

Figura 6 Estructura del receptor Dectin-1. Formado por un dominio extramembranal Lectin tipo C, un
dominio transmebranal, un motivo basado en tirosina y una cola de sefializacion NH2-terminal. Brown, et al.
2006)

Receptores tipo Toll

Los receptores tipo Toll (TLR) de mamiferos pertenecen a un sistema de reconocimiento y
de sefalizacidon, originalmente descubierto como resultado de su participiacion en el
desarrollo embrionario en Drosophila melanogaster. Déspues se encontré que tiene un

papel impotante en el reconocimiento de bacterias y hongos.

Algunos TLR actuan como receptores de superficie celular, mientras que otros actuan

dentro de la célula y estan localizados en las membranas endosomales, donde detectan
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patogenos y componentes de los mismos llevandolos al interior de la célula mediante

endocitosis, fagocitosis, etcetera.

Los TLRs humanos de superficie (TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5 y TLR-6) son proteinas
constituidas de 700-100 aminoacidos con un dominio extracelular, uno transmembranal y
dominios citoplasmaticos. ElI dominio extracelular contiene el sitio de unién a ligando, y
TLRs generalmente funcionan como homodimeros (asociaciones de dos proteinas
idénticas) (Christmas, et al. 2010). Estudios han demostrado que cuando el organismo
carece de ellos incrementa la suceptibilidad a infecciones se cree que esto se debe a la

disminucién de produccion de citocinas proinflamatorias.

LTA, PGN dsRNA LPS (Gram=) Flagedin Bacterial DA
{Gram+)

¥

. ot
: Rt

Cytoplasm

Nature Reviews | Neuroscience

Figura 7 La familia de TLRs y vias proinflamatorias de transduccién (Nguyen, et al. 2002).
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TLR 2

TLR 2, es una dlicoproteina transmembranal de tipo | con un uUnico dominio
transmembranal y un dominio intracelular conservado, tiene un papel clave en la
inmunidad innata, reconoce moléculas conservadas en los patdgenos, en coolaboracion
con TLR1 y TLR6 con lo que se desencadena una respuesta inflamatoria y la produccion
de diferentes citocinas (Flo, et al. 2001) (Petnicki, et al. 2014).

Inmunidad en infecciones fungicas

Los monocitos, macréfagos y neutrofilos, contribuyen principalmente a la respuesta anti

fungica a través de fagocitosis y la destruccion de patégenos.

Los hongos tienen tres principales componentes de la pared celular: 3-glucanos, quitina y
mananos. La pared celular varia en funcion de la composicién, etapa de desarrollo, entre
otros y es la principal fuente de PAMP’s que es reconocida por los PRR’s. Durante el
curso de una infeccion por hongos, multiples PRR’s del hospedero son susceptibles de ser
estimulado por PAMP’s fungicos en diferentes combinaciones, dependiendo de las
especies de hongos. Por lo tanto, la respuesta inmune final dependera no sélo en el grado
relativo de estimulacion de los receptores individuales, sino también en el nivel de

cooperacion entre receptores y la localizacion celular (Medzhitov, et al. 2007).

En el caso de los receptores fagociticos, Dectin 1 es el primero en reconocer a los R-
glucanos en los hongos levaduriformes, pero no los reconoce en las hifas, donde estan
protegidos por una capa de mananos (Gantner et al. 2005) (Blanco, et al. 2008). Después
de que Dectin 1 reconoce al hongo se desencadena la produccién de citosinas pro y anti
inflamatorias, este proceso es llevado a cabo mediante dos vias de sefalizacion, que
inicia con el reconocimiento del hongo, desencadenando la fosforilacion de la tirosin
cinasa (SYK). La primer via activa a la proteina adaptadora de caspasa 9 (CARD9) y la
segunda activa a RAS. Estas vias actuan de forma sinérgica y, a través de mecanismos

de regulacion cruzada, induciendo la activacion del factor-kappa B (NF-kB) vy la activacion
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de genes de citoquinas dentro del nucleo de la célula (Romani, et al. 2011) (Brown, et al.
2006) (Boyso, et al. 2005).

El receptor de manosa, reconoce e internaliza eficientemente patégenos a través de
moléculas con residuos de glucosamina, reconoce NH2-ligados a mananas, a-glucanos y
quitina, promoviendo asi el procesamiento y presentacion de antigenos a las células T.
Ademas de que tiene la capacidad de desencadenar la respuesta inmune, en colaboracion

con otros receptores como Dectin 1 y algunos TLRs (Nicola, et al. 2008).

Los TLR2, TLR4, TLR6 y TLR9, son los principales TLRs implicados en el reconocimiento
de componentes de los hongos, tal es el caso 3-glucanos, zymosan, etcétera (Sassa, et al.
2009). Al reconocer al patdgeno se desencadena una cascada de sefializacién que es
transducida desde la superficie celular hasta el nucleo, dicha sefalizacion depende la
proteina 88 de respuesta primaria de diferenciaciéon mieloide (MyD88 por sus siglas en
inglés) y su mediadores como la interleucina-1 asociada al receptor de cinasa- 4 (IRAK-4)
y el factor de necrosis tumoral 6 (TRAF-6) que activan el factor nuclear (NF —kB) para que
las respuestas celulares apropiadas se inicien. TLRs y otros PRRs confieren
reconocimiento de PAMP’s, su senalizacién desencadena la sintesis y liberacion de
citocinas proinflamatorias, e induce la expresion de moléculas coestimuladoras para la
promocion de la activacidon de la inmunidad adaptativa durante la presentacion de
antigenos. La activacion simultdnea de multiples PRRs por un patdgeno fungico le
proporciona al sistema inmune diversas posibilidades para desencadenar una respuesta

inmune especifica y eficaz (Roeder, et al, 2004).
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Figura 8 Diferentes PAMPs reconocidos por receptores de membrana. Imagen tomada y adaptada de
Romani, et al. 2011

Respuesta inmune contra Sporothrix schenckii

La respuesta inmune del hospedero frente S. schenckii no esta bien dilucidada, ya que son
pocos los estudios que se hacen para este hongo. Hasta el momento se sabe que los
mecanismos de vigilancia inmune desarrollan un papel importante en el control del hongo,
al igual que con otros hongos patégenos como C. albicans, el sistema inmune innato es la
primer linea que protege al hospedero contra S. schenckii, donde la forma levaduriforme
es reconocida por el sistema complemento (Guzman, et al. 2012)(Campagne, et al. 2007)
(Zimmer, et al. 2015), mientras que los conidios son reconocidos por otros receptores de
membrana de los macréfagos como MR, DC, TLR-2, TLR-4, TLR-6, etcétera (Martinez, et
al. 2013).
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Algunos estudios han demostrado que las levaduras de S. schenckii no son internalizadas
de manera eficiente por M@s peritoneales a menos que estos hayan sido opsonisados
previamente con concanavalina A (Con A) o tratadas con neuraminidasa. Sin embargo aun
se desconoce el mecanismo exacto por el cual los Mg internalizan a este hongo (Guzman
et al. 2012).

Purificacion de proteinas

Las proteinas son un componente esencial de todos los organismos y algunas de ellas
presentan un interés particular, por esta razon a lo largo de la historia se han desarrollado
diversas técnicas para su obtencion y purificacion. Desde que en 1926, cuando James
Summer cristalizé por primera vez una enzima, se acepto que las proteinas son sustancias

bien definidas.

Las primeras técnicas de purificacion empleadas eran poco funcionales en comparacion
con los estandares actuales. Aunque hoy en dia el desarrollo de un proceso de

purificacion eficiente puede representar un gran desafio.

Las proteinas son purificadas mediante diversos métodos de fraccionamiento que son
elegidos dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de la muestra, las cuales son
aprovechadas para realizar una separacion progresiva, eliminando los componentes no

deseados y obtener como resultado la o las proteinas de nuestro interés.

Cuando se va a purificar una proteina, deben ser considerados diversos factores como: la
solubilidad, carga ionica y tamafo de la proteina, ademas de su unidon con otras
moléculas; en la tabla 1 se muestran las principales técnicas empleadas para la

purificacion de proteinas.
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Caracteristicas Técnicas

Solubilidad 1. Salting in

2. Salting out

Carga idnica 1. Cromatografia de intercambio

idnico
-Catiénico
-Aniodnico

2. Electroforesis

3. Isoeletroenfoque

Polaridad 1. Cromatografia:
- de Adsorcion

- en Papel

- de fase inversa

-de interaccion hidrofoba

Tamano molecular 1. Dialisis y ultrafiltracion
2. Electroforesis en gel

3. Cromatografia de filtracién por

geles

4. Ultracentrifugacion

Especificidad de unién 1. Cromatografia de afinidad

Tabla 1 Técnicas empleadas para la purificacidon de proteinas segun sus caracteristicas
fisicoquimicas. Tomada y editada de Voet, et al. 2004.
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Solubilidad

Las proteinas presentan en su estructura una serie de grupos acidos y basicos lo que
hace que su solubilidad este en funcién de diversos factores, tal es el caso de la
concentracion de sales disueltas, la polaridad del solvente, el pH y la temperatura, por lo
que algunas proteinas precipitaran en condiciones en que otras son solubles (Voet, et al.
2004) (Duong-Ly, et al. 2014).

Cromatografia

La cromatografia es un término adoptado por primera vez por el botanico ruso Mikahail
Tswett en 1906, el cual describié la separacion de los pigmentos de hojas vegetales. El
definié este proceso como “Método en el cual los componentes de una mezcla son

separados en una columna adsorbente dentro de un sistema fluyente” (Voet, et al. 2004).

Hoy en dia existe una gran diversidad de técnicas cromatograficas, pero el fundamento es
el mismo, la I. U. P. A.C. lo define como el método usado para la separacion de los
componentes de una muestra, conformada por dos fases (fase estacionaria y fase maovil).
La fase estacionaria puede ser empaquetada en una columna, extendida en una capa,
distribuida como una pelicula, perlas, etcétera, y la fase moévil es la encargada de

transportar la muestra.

En el caso especifico de la molécula de nuestro interés nos basamos principalmente en

dos técnicas cromatografias:
Cromatografia de afinidad

Esta técnica cromatografica se basa en la interaccion especifica entre los componentes de
la muestra y otra molécula unida a la fase estacionaria; los ejemplos mas comunes son las
interacciones enzima-sustrato, antigeno-anticuerpo vy ligando-receptor. La Fase
estacionaria es un soporte inerte (microesferas de vidrio o plastico, gel de agarosa, etc.) al
que se une covalentemente el ligando de afinidad. Ejemplos de este ligando: sustrato,
inhibidor o cofactor de una enzima, anticuerpo, antigeno, hapteno, sustancia transportada,
hormona, oligosacaridos, lectinas (proteinas con afinidad por oligosacaridos) (Figura 9)
(Berg, et al. 2002) (Voet, et al. 2004).

e
19




e | N
“f,(_f" La glucosa j
3 Ly A

unida es

Glucosa ligada G = N
a perlas con "J : ‘:\\, J 50 liberada al (;“"._2 e 4
residuos de _ §g adicionar VY ..
glucosa (©) o 58 més glucosa 1 J S

e \9}-’ > Im (G). L \j
L '(_l —
U

- ) <S58

) ey
-,\p(é J,-(

\J\l‘ GG

Figura 9 Cromatografia de afinidad. Imagen tomada y editada de Berg, et al. 2002

Cromatografia de intercambio idnico

Es una técnica cromatografica, donde los iones se unen de manera electrostatica a una
matriz insoluble y quimicamente inerte son reemplazados de manera reversible por los

iones de la solucion.

Para lograr la purificacion de una proteina mediante esta técnica es necesario elegir el
tipo de columna dependiendo de la carga de la molécula, el pH y la concentracion salina
del buffer de elucién, estas dependeran de la afinidad de union de la proteina por el
intercambiador idnico (columna), por lo que es necesaria la realizacion de una elucion
escalonada, es decir incrementar progresivamente la concentracion de sal en el buffer

(Figura 10) (Charcosset, 1998)( Berg, et al. 2002) (Voet, et al. 2004).
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Figura 10 Cromatografia de intercambio idnico. Imagen tomada y editada de Berg, et al. 2002
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Objetivos:

General:

Purificacion de opsoninas de suero humano que potencian la fagocitosis en macréfagos

de los conidios del hongo Sporothrix schenkii mediante el receptor de manosa.
Particulares:

1. ldentificar y purificar las opsoninas del suero humano que favorecen la

fagocitosis de los conidios de S. schenckii mediante diversas técnicas:

a
b

) Precipitacién con sulfato de amonio.
)

c) Cromatografia de intercambi¢ iénico en columna Econo- Pac Q Cartrige.
)
)

Cromatografia de afinidad con la columna Cibacrom blue.

d

e

Cromatografia de afinidad con la columna Concanavalina A

Implementacién de los conidios de S. schenckii como columna de afinidad.

2. Determinar la contribucion de las opsoninas presentes en el suero humano, que
participan en el proceso de fagocitosis en macréfagos humanos mediante el receptor de

manosa.

Hipotesis
El suero humano esta constituido por una amplia gama de proteinas, de las cuales
algunas desempefan un papel de opsoninas, por dicha razén se pretende encontrar a la o

las proteinas que se encargan de la opsonizacion del conidio de Sporothrix schenkii,

incrementando el porcentaje de fagocitosis mediado por el receptor de manosa.
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Métodos
CEPA.

Se utilizo el aislamiento EH257, el cual fue obtenido de un paciente con esporotricosis y

proporcionado por el Dr. Jorge Mayorga, Instituto Dermatoldgico, Jalisco, México.

OBTENCION DE CONIDIOS DE S. SCHENCKII

El aislamiento de S. schenckii se sembré en tubos con medio YEPD conidios, se
incubaron a 28°C por 8 dias. Los conidios se obtuvieron agregando agua estéril al cultivo,
la superficie se raspd con asa micologica para obtener una suspension. La suspension
celular se filtré a través de papel Whatman No 1 para eliminar los fragmentos de micelio y

tener una suspension enriquecida de conidios.

La suspension se centrifugd por 25 minutos a 3,000 rpm, se deseché el sobrenadante y el
pellet se resuspendido en 1mL de agua destilada, los conidios se contaron en camara de

Neubauer.

PURIFICACION DE PROTEINAS DE SUERO HUMANO.
Precipitaciéon con sulfato de amonio.

Con la finalidad de purificar las moléculas de interés contenidas en el suero humano, se
adicion6 80% (m/v) de sulfato de amonio y se homogeneizé en agitacion ligera por 15
min. Se incubd toda la noche a 4 °C; se centrifugd a 14,000 rpm durante 30 min. Se
decanto el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 5 mL de buffer de acetato de sodio
0.1 M, pH6.5. La muestra se coloco en bolsas para didlisis (membranas de celulosa 3.5
KD Spectra/Por®); se dializaron en 1 L de buffer de acetato de sodio 0.1 M, pH 6.5 a 4°C
en agitacion cambiandolo cada 24 h durante una semana, después de la didlisis el suero
se concentré en azucar. Se estimo la concentracion mediante espectrofotometria a 280

nm.
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Fraccionamiento en columna Cibacrom Blue (FCB)(Sigma)

En una columna se colocaron 3 mL de resina Cibacrom Blue con una capacidad de 20
mg/mL se lavo y equilibré con 100 mL de Tris 0.01 M a pH 7.5-8.0. Se inyectaron 40 mg
de la proteina previamente dializada y concentrada. Se lavo con 30 mL de Tris 0.01 M a
pH 7.5, se colectaron 20 tubos con 5 mL c/u. Con la finalidad de eluir la proteina unida a la
columna se utilizé Tris 0.01 M pH 7.5 - NaCl 1.5 M y se colectaron 20 tubos con 5 mL c/u.
Al finalizar, la columna se restituyé con 30 mL de Tris 0.01 M pH7.5, se leyo la
absorbancia de cada una de las fracciones colectadas a una longitud de onda de 280 nm.
Se utilizaron las fracciones donde se identifico el valor mayor de proteina y se dializaron
con Tris 20 mM pH 7.5. El “buffer” de dialisis se cambié cada 24 h, durante 7 dias. Las
fracciones se concentraron en azucar y se estimé la concentracion de proteina a longitud
de 280 nm.

Fraccionamiento en columna de intercambio idnico. (Bio-Rad)

De acuerdo a los resultados previos se utilizd una columna anionica, Econo-Pac Q
cartridge con una capacidad <75 mg de proteina. La columna se lavé y equilibré con 5
volumenes de buffer (NaCl 0.1 M, 50 mM Tris -HCI pH 8). En la columna se inyectaron 40
mg de la proteina retenida en Cibacrom Blue (alb +); se colectaron 50 tubos con 1mL c/u.
La proteina fue eluida con un buffer 50 mM Tris-HCI, pH 8 y diferentes concentraciones de
NaCl (0.1, 0.3 0.5, 0.7 y 1 M), colectando 10 tubos para cada concentracion con 1 mL c/u.
Se estimé la concentracion de proteina en todas las fracciones por espectrofotometria a
280 nm. Las diferentes fracciones fueron dializadas en 1 L de Tris 20 mM pH 7.5 por 7
dias (cambio de buffer cada 24 h) y concentradas en azucar. Se estimd nuevamente la

concentracion de proteina.
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Fraccionamiento en columna de Concavalina A (Sigma). Cromatografia en batch.

Con el fin de separar las manoproteinas de la muestra, se colocé 1mL de resina
Concanavalina A-Sepharosa con una capacidad de 20 mg/mL en tubos de centrifuga,

Falcon®. La resina se lavd 5 veces con 5 mL de buffer de acetato de sodio 0.1 M, pH 6.5.

Se trabajé con las muestras eluidas con 0.3 y 0.5 M de NaCl colocando por separado en
cada tubo lo equivalente a 15 mg de proteina, se resuspendié en agitacion durante 1h a -
20 °C, después se centrifugé a 1100 rpm por 3 min. Se lavdé con 5 mL con buffer de
corrida 5 veces. La resina se eluyo con 5 lavados de a-metilpiromanosido 1 M incubando

durante 20 minutos para cada lavado resuspendiendo y centrifugando 1100 rpm por 3 min.

Fraccionamiento utilizando los conidios de Sporothrix schenkii como método de
afinidad. (PUC)

El aislado 257 de Sporothrix schenkii se cultivd en YEPD liquido durante 3 dias a 30 °C.
Se separaron los conidios por filtracion en papel Whatman No 1. La suspension celular se
centrifugd y la pastilla se resuspendié en 250 pL de RPMI sin SFB suplementado. Se
interaccionaron los conidios con 20 ug de proteina de la fraccion obtenida de la elucion
correspondiente a NaCl 0.5 M, 50 mM Tris-HCI, pH 8 de la columna de intercambio idnico.
La mezcla se incubd toda la noche en agitacion lenta a 4 °C, posteriormente se lavd dos
veces con PBS 1X pH 7.2. Para liberar las proteinas unidas a los conidios, se resuspendio
en 0.1 M de Na,COs pH 11.5 y se incubaron durante 3 h en agitacion lenta a 4 °C. La
mezcla se centrifugd 15 min a 15,000 rpm, se conservo el sobrenadante. Para neutralizar
al sobrenadante se agregaron 5 pL de HCI 0.1N por cada 500 uL y las proteinas se
precipitaron agregando, 4 volumenes de etanol. Las proteinas se incubaron toda la noche
a -20 °C, los tubos se centrifugaron 15 min a 15,000 rpm; la pastilla se resuspendié con 50
ML de Tris-HCI pH 8. La cantidad de proteina se cuantificé por método espectrofotométrico
a 280 nm.
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CULTIVO CELULAR Y ENSAYOS DE FAGOCITOSIS
Separacion de PBMC

En un tubo Falcon de 50 mL se mezclé sangre con PBS (1:2), se transfirieron 20mL a un
tubo que contenia 15 mL de Histopaque (Sigma) para crear un gradiente, se centrifugé a
2,000 rpm durante 25 min a temperatura ambiente. La interfase entre el Histopaque vy el
plasma que contenia las células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Las células
fueron lavadas dos veces con 30 mL de PBS centrifugando 10 minutos a 800 rpm,
desechando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet, la pastilla obtenida del segundo
lavado se resuspendié en 3 mL de PBS y se transfirid a un tubo con 25 mL suero
(obtenido del gradiente) Se centrifugd durante 10 min a 800 rpm, el pellet se resuspendio
en 1mL de RPMI suplementado y se contaron los monocitos en camara de Neubauer. La

viabilidad de las células se determin6 usando azul de Tripano (viabilidad superior al 95%).

Cultivo de MO

En placas de poliestireno de 35x10 mm (Sarstedt) se colocaron cubreobjetos circulares de
12 mm, colocando en cada pozo 2.5x10° de monocitos con 500 uL de RPMI con 10% SFB
suplementado (Hepes 10mM, piruvato de sodio 1mM,L-glutamina 2mM, 2-mercaptoetanol
2.8 mMy 100 ug/mL de antibidtico y antimicético) , se incubaron toda la noche a 37 °C con
5% de CO,, el medio se retir6 y se adicionaron 500ul de RPMI con 10% SFB
suplementado e incubaron durante 8 dias con un cambio de medio después de 72 h. Se
dejaron 8 dias para que los monocitos se diferenciaran a macrofagos y se pudieran hacer

los ensayos de fagocitosis.
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ENSAYO DE FAGOCITOSIS

a) Opsonizacion En tubos Eppendorf se colocaron 20 ug de proteina de cada fraccion
(obtenidas de Cibacrom, ConA 'y Econo PacQ) llevando a un volumen final de 500 yL con
RPMI sin SFB suplementado, se afadieron 2.5x10° conidios y se incubaron a 37 °C
durante 30 min, la muestra se centrifugd y se desecho6 el sobrenadante, la pastilla se

resuspendioé en 500 pL de RPMI suplementado.
b) Fagocitosis

Los conidios opsonizados se incubaron con los M® diferenciados a una multiplicidad de
infeccion de 1 M®: 10 conidios. La mezcla celular se incubé a 37 °C con 5% CO, durante
35 min. Al término de la incubacién se lavaron con PBS vy fijaron con metanol, se
realizaron 10 lavados con PBS. Las células se tifieron con Giemsa y se fijaron en

portaobjetos para su cuenta en el microscopio.

Ensayo de competencia

Para determinar que el receptor de manosa esta involucrado en la internalizacién de los
conidios opsonizados con las diferentes fracciones analizadas, se realizaron experimentos

de competencia utilizando azucares que se unen a este receptor.

Se utilizé6 una concentracion de 100 mM de manosa, fucosa, manopiranosido azucares

que se unen al receptor de manosa y como control negativo galactosa.

Los conidios opsonizados con las proteinas obtenida de proteinas que se unieron a los
conidios se incubaron con los M®, se afadieron los diferentes azucares y se incubd a
37°C con 5% CO,durante 35 min. Al término de la incubacién se lavaron las muestras con
PBS, se fijaron con metanol y se hicieron varios lavados con PBS. Las células se tifieron

con Giemsa y se fijaron en portaobjetos para su cuenta en el microscopio.
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ANALISIS DE PROTEINAS

Gel de poliacrilamida (PAGE)

Las proteinas de las diferentes fracciones fueron analizadas en geles de poliacrilamida, se
utilizé el sistema de Laemmli (Laemmli, U. K. 1970. Cleavage of structural proteins during
the assembly of the head of bacteriophage T4. Nature (London) 227:680-685) con o sin [3-
mercaptoetanol. Las muestras fueron corridas en geles al 7.5% y 15% de poliacrilamida en
el sistema Power pac® HC (Bio Rad) a 5 W durante 15 min y posteriormente a 8 W (1 h

aproximadamente). Las proteinas fueron tefidas con Coomasie o con plata.

Preparacion y cargado de la muestra.

Se cuantifico la proteina de la muestra mediante método espectrofotométrico a 280 nm, se
toma una alicuota correspondiente a 10 ug de proteina y se lleva a un volumen final de 40
ML con coctel para la muestra, mezclar perfectamente. Tomar los 40 pL de la muestra con
el buffer de carga y cargar en el pozo correspondiente previamente identificado. Se monto
el sistema y se colocd el buffer de corrida. En el sistema Power pac® HC (Bio Rad) se
corrio el gel 5 W durante 15 min y posteriormente a 8 W (1 h aproximadamente).

Transcurrido el tiempo se detuvo el sistema y se preparé la muestra para la tincion.

WESTERN BLOT
Lisado de células

Se incubaron 1.5x10” células mononucleares en cajas Petri de vidrio durante 7 dias a 37
°C con 5% CO; en medio RPMI con SFB 10% suplementado transcurrido el tiempo de
incubacion se retiré el medio y se le adicioné 1 mL de PBS 1X con 5 mM de EDTA, las
cajas se incubaron por 10 min en hielo, se retir6 el PBS y se colocé en tubos de
microcentrifuga Ependorff®. La suspensidon se centrifugd a 1200 rpm por 10 min a 4 °C,

se decant6 el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 100 pL de buffer de lisis. La
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suspension se incubd en hielo durante 40 min, se agité vigorosamente en vortex por 30 s
cada 5 min durante 30 min; se centrifugé a 13,000 rpm por 10 min a 4°C, se decanté el

sobrenadante y el pellet se resuspendi6 en 50 uL de buffer de lisis.

Cuantificacion de proteinas del lisado celular

Para cuantificar la cantidad de proteina obtenida del lisado celular se realizé una curva
patrén (tabla 2) con BSA (albumina bovina de suero). Primero se colocé el buffer de lisis,
seguido de la BSA, la solucion A" (20 uL de reactivo S por 1 mL de reactivo A) y
finalmente la solucién B, se incubo durante 15 min en la obscuridad y finalmente se leyé la

placa en el equipo Dc Protein Assay a 680 nm.

Mg BSA | uLBSA 165 |uL buffer de| pL reaccion | uL reaccién B
mg/mL stock lisis A
0 0 5 25 200
1 1 4 25 200
3 3 2 25 200
5 1 4 25 200
7 1.4 3.6 25 200
9 1.8 3.2 25 200
11 2.2 2.8 25 200
13 2.6 24 25 200

Tabla 2 Curva patrén para cuantificaciéon de proteinas.

Transferencia

Se preparo un gel de poliacrilamida al 7.5% + SDS, se cargaron 1,3, 5y 10 yg de muestra
por pozo, el gel se corrio a 5 W los primeros 15 min y el tiempo restante a 8 W. Los geles
fueron transferidos utilizando el aparato de transferencia Trans-Blot Turbo y paquetes de
transferencia de PVDF Midi (Bio-Rad). Las membranas se transfirieron inmediatamente a
un tampon de bloqueo para fluorescente Western Blot (Rockland), y se incubaron con una
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agitacion suave durante 1 h a temperatura ambiente. Las membranas se incubaron toda la
noche con agitacion suave a 4 °C en 5 mL de solucion de bloqueo y 0.001 pg/pL del
anticuerpo primario (MAh-hMR, anti-hDEC-205 y anti-TLR2), se retiré la mezcla y se
realizaron 4 lavados en agitacion lenta de 5 min con PBS 1X mas 0.1% de tween 20,
posteriormente se realizé una solucion 1:10,000 con el anticuerpo secundario (anti-Mouse
IgG (H+L)) y la membrana se incub6 con esta solucion durante 1h en agitacion y en
obscuridad. Posteriormente se retird y se lavo 4 veces con agitacion lenta por 5 min con
PBS 1X mas 0.1% de tween 20, se leyo en el equipo ODYSSEY CLx a 700 y 800 nm.

SECUENCIACION
Preparacion de la muestra

Se usaron 40 ug de las proteinas que se unieron a los conidios, se adicioné SDS 5% final
y 10% B-mercaptoetanol, se incubd durante 1 h a 4 °C. Se realizd un gel de
poliacrilamida al 7.5% como se indico en el punto 5.1, el gel se tind con azul de

Coomassie, se identificaron y cortaron las proteinas de interés.

Procesamiento de la muestra.

Las proteinas fueron destefiidos con ACN: NH;HCO3; 50 mM (50:50 v/v). La digestion
proteica se llevo a cabo durante 18 horas a 37 °C con tripsina grado masas (Promega
V528A). Se extrajeron los péptidos obtenidos de la digestion (ACN: H20: acido férmico
50:45:5 v/v), se disminuy6 el volumen de la muestra en un concentrador (Eppendorf
®5301) y se desald la muestra utilizando columna C18 (ZipTipC18). La muestra se coloco
por sextuplicado en la placa utilizando como matriz a-ciano, y se analizaron en un MALDI
TOF/TOF 4800. Con los espectros MS/MS obtenidos se realiz6 una busqueda con el
algoritmo de busqueda Paragon del software ProteinPilot.
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Resultados

Identificacion del receptor de manosa en macréfagos (M®) provenientes de

monocitos de sangre periférica.

En un trabajo previo del laboratorio se observd que los conidios de S. schenckii son
fagocitados eficientemente cuando estos son opsonizados con suero humano preinmune
(SHP); por experimentos de competencia se concluyd que uno de los receptores

involucrados en la internalizacion del hongo es el receptor de manosa (MR).

Para determinar la presencia de la proteina del MR en los M® humanos, se realizé el
método de “western-blot” (WB), el cual permitio la identificacion de la proteina utilizando el
anticuerpo especifico anti-MR (InvivoGen). El PAGE-SDS se inyecto con concentraciones
crecientes de proteina de los lisados de los M® diferenciados por 8 dias a 37°C y con una
atmosfera de 5%CO.. La figura 11 muestra el resultado, donde se observo una sola banda
de 186 kDa que corresponde al receptor de manosa que esta presente a partir de 3 ug de

proteina.

Con este resultado se confirmé que después de 8 dias de incubacion el receptor de

manosa ya esta presente en los macréfagos.
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Figura 11 Western Blot realizado con diferentes concentraciones de proteinas (1,3, 5 y 10 ug),
provenientes de la lisis de M® humanos de 8 dias de incubacion. PM pesos moleculares.




Anidlisis de fagocitosis del conidio de S. schenkii mediante M® humanos

Para realizar un seguimiento del enriquecimiento de las fracciones obtenidas por las
diferentes técnicas cromatografias, los M® humanos fueron retados con el conidio
previamente opsonizado con las proteinas obtenidas de las diferentes fracciones, se
tineron con Giemsa y se analizaron con espectrofotometria de luz, contando los conidios
internalizados en el M®. En la figura 12 se observan M® con diferentes porcentajes de
fagocitosis dependiendo del tratamiento previo dado al conidio. El porcentaje de
fagocitosis y de conidios internalizados se realizé con ensayos de fagocitosis por triplicado

reportando promedios y desviacion estandar.

A B C

Figura 12 Ensayo de fagocitosis: M® incubados con A) conidios no opsonizados, B) conidios opsonizados
con 20ug de SHP C) conidios opsonizados con proteinas fraccionadas. Tincién de Giemsa. Microscopia de
luz 100x.
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Fraccionamiento de suero humano preinmune, para la identificacion de la proteina

encargada de opsonizar al conidio de S. schenkii.

Para el enriquecimiento de las glicoproteinas que actuan como opsoninas del conidio de
S. schenkii, el suero humano pre inmune fue fraccionado y purificado por diversas técnicas
cromatograficas de acuerdo a su afinidad y carga. Las diferentes fracciones fueron
analizadas en geles de acrilamida SDS-PAGE y su actividad biolégica por ensayos de

fagocitosis.

Preparacion de la muestra proteica del suero para cromatografia.
a) Precipitacion con sulfato de amonio.

Las proteinas precipitadas con sulfato de amonio se analizaron en PAGE-SDS al 7.5y
15%, se utilizaron estas dos concentraciones para lograr separar proteinas de bajo y alto
peso molecular. En la figura 13 se compara el perfil proteico del suero completo y las
proteinas precipitadas con sulfato de amonio. Ambas fracciones muestran gran
complejidad proteica y comparten proteinas del mismo peso molecular. También se

observo que hay proteinas mayoritarias de 20, 25, 50 y 150 kDa de peso molecular.
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Figura 13 A)Perfil SDS-PAGE 7.5% (B) Perfil SDS-PAGE 15% de suero ppt. Se utilizé una concentracion
de 3ug para cada muestra. Donde la muestra marcada como suero corresponde al suero total
descomplementado con calor y la muestra marcada como suero ppt, corresponde a la tratada con 80% de
sulfato de amonio. Tefiidos con plata.
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Fraccionamiento en columna Cibacrom Blue

El porcentaje de albumina en suero humano es superior al 50% lo que dificulta el analisis
de las proteinas que se encuentran en menor proporcidon, para disminuir este problema se
utiliza la resina Cibacrom Blue. Esta resina tiene unido un colorante que ha sido utilizado
como medio cromatografico de afinidad, une diferentes proteinas incluyendo albumina de
suero, deshidrogenasas, quinasas, interferones y varias proteinas de plasma.
(Subramanian S. et al, 1984).

Para disminuir la cantidad de albumina, el precipitado obtenido con sulfato de amonio se

fracciond con la resina Cibacrom Blue (ver Figura 14) y se obtuvieron dos fracciones:
a) (Alb-) proteinas no unidas (libres de albumina).

b) (Alb+) proteinas unidas (fraccién con albumina).
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Estas dos fracciones se analizaron por SDS-PAGE y por ensayos de fagocitosis. En la
figura 15 se observa la complejidad proteica de ambas fracciones, en la fraccion de Alb+
se puede ver que hay una proteina abundante de 60 kDa, que por su peso molecular
presumiblemente es la albumina, mientras que en la fraccion correspondiente a Alb — se
observa una disminucion significativa de esta, aunque no esta totalmente libre de
albumina. Por otro lado se empiezan a ver diferencias en el patrén proteico entre las

muestras, lo que nos indica la diferente afinidad del colorante por las proteinas.
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Figura 14 Fracciones obtenidas de la columna de afinidad Cibacrom Blue, el primer pico corresponde a
(Alb -) proteinas que no tuvieron la capacidad de unirse a la matriz (eluido con Tris 0.01 M a pH 7.5-8.0) el
segundo pico corresponde a Alb+ que corresponde a las proteinas unidas a la columna (eluidas con Tris
0.01M pH 7.5-8.0 + NaCl 1.5M).
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Figura 15 A) Perfil SDS-PAGE 7.5% (B) Perfil SDS-PAGE 15% Cibacrom Blue. Se utilizarén 10 ug de
proteina para cada muestra. Para ambos geles el primer carril corresponde al marcador de pesos
moleculares, los marcados como alb+ corresponden a la fraccion que se unié cobalentemente a la columna
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y los marcados como alb — corresponden a las proteinas que no se unieron. Tefiidos con plata.

El analisis de fagocitosis de conidios opsonizados con 20 ug de proteina de cada una de
las dos fracciones mostré que ambas fracciones contienen opsoninas que favorecen la

fagocitosis, sin embargo la fraccion retenida Alb (+) mostré6 mayor porcentaje de células

que fagocitan y mayor numero de conidios fagocitados (ver tabla 3 y Fig 16)

NO Suero Alb(-) Alb(+)
% Células que
fagocitaron (%F) - 46.2+15.3 | 21.1+4.7 | 41.8+ 151
%Conidios fagocitados
(%C) - 4.3+1.9 2.8+ 0.1 3.7+1.3

Tabla 3 Porcentaje de células y conidios que participaron en el proceso de fagocitosis con las
proteinas obtenidas del fraccionamiento con la columna Cibacrom Blue. No opsonizado(NO) suero al
10% (Suero) Albumina (+ y-). Resultados mostrados restando el blanco
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Figura 16 Graficé del ensayo de fagocitosis retando los M® con las fracciones obtenidas de la
columna Cibacrom Blue.

El ensayo biolégico de fagocitosis mostré que la fraccion Alb+ tiene mayor capacidad de
opsonina por lo que se decidié continuar con esta fraccién independientemente de la

presencia de la albumina (Tabla 3).

Fraccionamiento en columna de intercambio idnico.

Con el fin de enriquecer las opsoninas de interés, se utilizd la cromatografia de

intercambio anidnico, en esta se fraccionaron las proteinas de Alb+.

Esta es una técnica cromatografica que separa las moléculas en base a diferencias en
punto isoeléctrico (PI), se llevd a cabo a un pH de 8, y la fraccidon unida se eluyd con un
gradiente discontinuo de NaCl (0.1, 0.3, 0.5, 0.7 y 1 M). En estas condiciones, algunos
componentes del suero se unen a la columna, y solo los componentes mas basicos como
IgG, se eluyen al lavar la columna con las distintas concentraciones de NaCl (Somner, et
al. 2015). El fraccionamiento de Alb+ utilizando el gradiente discontinuo de NaCl generé 5
fracciones: el primer pico que corresponde a la elucion de las proteinas no unidas, el cual
presenté mayor cantidad de proteina (aprox. 11.2 mg/mL) (Figura 17A), seguido del eluido
con 0.3 M (0.2 mg/mL) y 0.5 M (0.17 mg/mL) de NaCl mientras que las fracciones
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correspondientes a 0.7 M y 1 M presentaron la menor concentracion de proteina (Figura
17B).
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Figura 17 Fracciones obtenidas de la columna de Intercambio idonico: A) corresponde a la fraccion
eluida con 0.1 M de NaCl. (F1) B) El primer pico corresponde a la fraccion eluida con 0.3M de NaCl (F2) los
picos consecutivos corresponden a la elucién con 0.5, 0.7 y 1M respectivamente(F3, F4 y F5). Valor
aproximado de proteina Abs 280 x 0.8 = mg/mL.




En el analisis por PAGE-SDS al 7.5% y 15% de las cinco fracciones, se observo que el
patrén de proteinas varia en cada paso de elucion con las diferentes concentraciones de
NaCl, la proteina de aproximadamente 60 kD (presumiblemente albumina) esta presente
en todas las fracciones aunque se eluyé una parte importante a 0.1 y 0.3 M de NaCl
(Figura 18).

Cada fraccion se utilizé para opsonizar a los conidios y se cuantificé la fagocitosis. La
opsonizacion con las fracciones eluidas con 0.3 y 0.5M de NaCl presentaron la mayor
capacidad fagocitica, indicando que son las fracciones enriquecidas con las opsoninas.
Sin embargo también se observd una pequefia activada en las otras fracciones (tabla 4 y
Figura 19).

Mm 0 N m ~N
A %odd-«B oz:ogo'a
£ £ £ £ € E £ £ £ ¢
PM w, e = =D} = = = = e
250
150 =
100 e

75

50‘

Figura 18 Perfil SDS-PAGE 7.5% (B) Perfil SDS-PAGE 15% de fracciones obtenidas de la columna de
intercambio ionico. Tincidn con plata. Se utilizaron 10 ug de proteina para cada muestra. Para ambos
geles el primer carril corresponde al marcador de pesos moleculares, el carril marcado como Int NR
corresponde a la fraccion eluida con 0.1M de NaCl los carriles siguientes corresponden a la elucién con 0.3,
0.5, 0.7 y 1 M respectivamente.
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NO Suero | Int0.1 | Int0.3 [ Int0.5 | Int0.7 Int 1
% Células que 452+ | 140+ | 30.8+ | 431+ 9.1+ 15.7 +
fagocitaron (%F) - 3.2 15.7 8.6 5.1 2.2 3.9
%Conidios 16.7+ | 24+ 71+ | 120+ | 13+ 32+
fagocitados (%C) - 1.4 3.3 3.5 1.3 0.1 1.6

Tabla 4 Porcentaje de células y conidios que participaron en el proceso de fagocitosis con las
proteinas obtenidas del fraccionamiento con la columna de intercambio idnico. No opsonizado (NO)
suero al 10% (Suero) Intercambio iénico (Int). Resultados mostrados restando el blanco (24.0 y 3.1 %
respectivamente).
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Figura 19 Fagocitosis de conidios opsonizados con las diferentes fracciones de intercambio iénico,
el control son los conidios no opsonizados que en este ensayo fue de 24%, este valor se rest6 a cada uno de
los valores de las diferentes fracciones.

Fraccionamiento con columna de afinidad ConA (cromatografia en batch).

Estudios previamente realizados en el laboratorio mostraron que las proteinas
encargadas de la opsonizacién del conidio de S. schenkii son manoproteinas, con base en
esta caracteristica, se utilizé una resina que tiene acoplada Concanavalina A (Sepharosa-

ConA) una lectina con afinidad por manosa.
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Las fracciones obtenidas en la columna de intercambio anionico (0.3 y 0.5M de NaCl)
fueron nuevamente fraccionadas por cromatografia de afinidad en Concanavalin A-
Sepharose (“batch”) para separar las manoproteinas. Las proteinas retenidas
(manoproteinas) fueron eluidas con 1 M de a-D-manopiranosido, dando como resultado 4

fracciones:

a) Int 0.3 M proteinas no retenidas (0.3 M NR)

b) Int 0.3 M proteinas retenidas eluidas con 1 M de a-D-manopiranosido (0.3 M R)
c) Int 0.5 M proteinas no retenida (0.5 M NR)

d) Int 0.5 M proteinas retenidas eluidas con 1 M de a-D-manopiranosido (0.5 M R)

El perfil proteico SDS-PAGE al 7.5% y 15% con las cuatro fracciones mostré que las
proteinas de alto peso molecular (50-250 kDa) son muy similares en la fracciones NR (0.3
y 0.5 M) y tienen una mayor complejidad proteica en comparacion con las proteinas

retenidas (R) en la columna, donde se observé menor cantidad de proteinas (Figura 20A).

El perfil proteico de bajo peso molecular mostré diferencias importantes en las fracciones
NR y mayor complejidad proteica comparada con la fraccién R donde solo se observaron 2
bandas (Figura 20B).

El analisis de actividad biolégica mostrd que las fracciones R tienen la mayor capacidad
de opsonina siendo la de 0.5M R la que presenté mayor porcentaje de fagocitosis sin
embargo las fracciones no retenidas también tiene opsoninas que inducen la fagocitosis
en menor proporcion (tabla 5, Fig 21). Esto sugiere que las opsoninas mayoritarias son

manoproteina pero que otra proporcion importante no lo son.

Ya que nuestro objeto de estudio es la identificacién de las opsoninas que se unen a la

pared del hongo se planted el utilizar al conidio como un sistema de afinidad.
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Figura 20 A) Perfil SDS-PAGE 7.5% (B) SDS-PAGE 15% de fracciones obtenidas de la columna de
intercambio idnico (eluidas con NaCl 0.3 y 0.5 M) se trataron posteriormente en la columna ConA.
Tincién con plata.Se utilizaron 10 pg de proteina para cada muestra. Para ambos geles el primer carril
corresponde al marcador de pesos moleculares, los marcados con R corresponden a las muestras unidas a
la columna con A, mientras que NR coresponde a las proteinas que no se unieron.

NO Suero [ Int0.3 | Int0.3 | Int0.5 | Int0.5
NR R NR R

% Células que 308+ | 45+ | 82+ | 101+ | 19.7 +
fagocitaron (%F) - 3.2 1.9 1.1 2.3 0.7
%Conidios 59+ | 1.0+ 0.7+ 11+ |75+
fagocitados (%C) - 0.5 0.2 0.8 0.1 0.4

Tabla 5 Porcentaje de células y conidios que participaron en el proceso de fagocitosis con las
proteinas eluidas con 0.3 y 0.5 M con la columna intercambio idnico y posteriormente tratadas con la
columna de ConA (cromatografia en batch). No opsonizado (NO), suero al 10% (Suero), Intercambio idnico
(Int), Fraccion retenida (R) Fraccion no retenida (NR). Resultados mostrados restando el blanco (19.9 y
2.7% respectivamente).
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Figura 21 Grafic6 de ensayo de fagocitosis retando los M® con las fracciones obtenidas con las
proteinas eluidas con 0.3 y 0.5 M con la columna intercambio iénico y posteriormente tratadas con la
columna de ConA.

Uso de conidios de Sporothrix schenkii como sistema de afinidad.

Para identificar las proteinas que se unen a los conidios y participan en la opsonizacion e
internalizacion en los macrofagos, se decidio utilizar a los conidios de S. schenkii como
sistema de afinidad. Las proteinas de la fraccion 0.5M NaCl (intercambio iénico) se
incubaron con los conidios, las proteinas que se unieron al hongo se probaron como

opsoninas en ensayos de fagocitosis.

La opsonizacion con las PUC estimulo el proceso de fagocitosis y el numero de conidios

internalizados en forma similar al suero completo (tabla 6 y Figura 23).

El analisis de las PUC en geles SDS-PAGE al 7.5% y 15% tenidos con plata y con azul
de Coomassie, mostraron que gran parte de la proteina se quedo retenida en el gel
concentrador (resultado no mostrados) lo que sugirié que la proteina formé agregados. Por
esta razon las PUC fueron tratadas con dos reductores diferentes (5% SDS mas 10% de
mercaptoetanol o 30 mM de TCEP*HCI) con la finalidad de desagregar las proteinas y

permitir su entrada al gel separador. Como se observa en la figura 22, las proteinas tienen
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un comportamiento diferente dependiendo del agente reductor con el que fueron tratadas;
en la muestra tratada con 5% SDS - 10% de mercaptoetanol se observé un doblete con
un peso superior a los 50 kDa, mientras que para las proteinas tratadas con TCEP*HCI se

observaron de igual manera dos proteinas con PM superior a los 50kDa, pero con perfil

diferente.
e
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Figura 22 Perfil SDS-PAGE 7.5% de la PUC. Tincién con azul de Coomassie. Se utilizarén 20 pg de
proteina para cada muestra. Primer carril corresponde al marcador de pesos moleculares, el carril marcado
como SDS+ mercapto corresponde a la PUC tratada con 5% SDS + 10% de mercaptoetanol incubada 1 h a -
20°C, el carril marcado como TCEP*HCI corresponde a la muestra tratada con 30 mM de TCEP*HCI.

NO Suero 20ug

% Células que fagocitaron (%F) - 26.2+09  326+54
%Conidios fagocitados (%C) - 13.1+01 | 16.5+1.0

Tabla 6 Porcentaje de células y conidios que participaron en el proceso de fagocitosis con las PUC.
No opsonizado (NO), suero al 10% (Suero), 20 ug (PUC). Resultados mostrados restando el blanco (30.7 y
4.4% respectivamente).
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Figura 23 Grafic6 de ensayo de fagocitosis retando los M® con 20ug de PUC.

Identificacion mediante espectroscopia de masas (MS/MS) de las PUC.

Para identificar la o las proteinas séricas encargadas de opsonizar al conidio de S.
schenckii se realiz6 un gel de poliacrilamida al 7.5% en el cual se colocaron 40ug de
PUC por cada carril como se observa en la figura 24. Las PUC fueron tratadas con 5%
SDS mas 10% de mercaptoetanol e incubadas durante una hora a 4°C, las proteinas
fueron identificadas y posteriormente cortadas para hacer su identificacion mediante
espectroscopia de masas (MS/MS); con los resultados obtenidos se realizdé una busqueda
con el algoritmo Paragon del software Protein Pilot identificando a la albumina como

principal componente de la muestra.
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Figura 24 Perfil SDS-PAGE 7.5% de de la PUC. Se utilizaron 40ug de proteina para cada carril. Primer
carril corresponde al marcador de pesos moleculares, la muestra fue tratada con 5% SDS y 10% de
mercaptoetanol. Tincién con azul de Coomassie.

Efecto de diferentes carbohidratos en la infeccion de M@ con conidios de
S. schenckii opsonisados con PUC.

Debido a que la identificacion por MS/MS de las PUC solo arrojo la secuencia de la
albumina se decididé hacer un ensayo de competencia con manosa y otros carbohidratos
para definir si el resultado de fagocitosis obtenido previamente al utilizar a las PUC como
opsoninas presentaba otras proteinas ademas de la albumina. Se utilizaron diversos
azucares con afinidad por el receptor MR como: L-fucosa, D-manosa y manopiranosido ;
se usoO galactosa porque no tiene sitio de union al MRy sirvié como control negativo.

El ensayo de competencia mostr6 que manosa, fucosa y el manopiranosido inhiben la
fagocitosis de los conidios opsonizados con las PUC lo que muestra que se encuentran
presentes manoproteinas que no pudieron ser identificadas en SDS-PAGE.

En contraste con galactosa que el porcentaje de células que fagocitaron fue muy similar al
obtenido con el control (conidios opsonizados con 20ug/uL de PUC), al no ser reconocido
por MR (Ver tabla 7 y Figura 25).
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Manopira
NO 20ug/puL | Mannosa Fucosa nosido | Galactosa
% Células que 327 + 303+
fagocitaron (%F) i 34 | 53+08 93+34 80+08 001
%Conidios
fagocitados (%C) ; 77+19 | 04+02 | 1.0+03 | 06+0.1 | 82+16

Tabla 7 Ensayo de competencia usando diferentes azucares para el bloqueo del MR (Mannosa,
Fucosa y Mannopyranosido), la Galactosa se us6 como control negativo y como control positivo la PUC
(20pg/pL). Resultados mostrados restando el blanco (19.68 y 4.255% respectivamente).

35.0
30.0
25.0
20.0
15.0
10.0

5.0

0.0

32.7

30.3

B % Células que fagocitaron

m %Conidios fagocitados

Figura 25 Grafico de ensayo de fagocitosis bloqueando MR con diferentes carbohidratos (manosa,
fucosa y manopiranosido), usando como control negativo (galactosa) y como control positivo PUC (20ug/uL).

46




Discusion

Sporothrix schenckii es un hongo patdogeno cuya pared esta compuesta de polimeros de
carbohidratos donde se intercalan glicoproteinas. Los principales componentes
encontrados en la mayoria de hongos importantes medicamente son [(-glucanas
(polimeros de glucosa), quitina (polimero de N-acetilglucosamina), y mananas (Levitz,
2010). Estos tres componentes estan intercalados en la pared, la quitina tiende a estar
mas cerca de la membrana plasmatica mientras que las mananas se encuentran
principalmente en la parte externa de la pared celular (Hardison, et al. 2012). A pesar de
que el conidio de S. schenckii tiene en la parte externa de su pared residuos de manosa,
estos no son reconocidos eficientemente por el MR (Alba, et al. 2014) (Barreto, et al.
2014), a diferencia de otros hongos patégenos como Candida albicans, Cryptococcus
neoformans y Pneumocistis carinii (Willment, et al. 2008) que son reconocidos
eficientemente por el MR presente en las células del sistema inmune innato, promoviendo

su fagocitosis y destruccion.

Se conoce poco sobre la participacion del sistema inmune en respuesta a la infeccion por
S. schenckii, sin embargo se sabe que las células del sistema inmune innato tienen un
papel importante en el control del hongo. Estudios previos en el laboratorio mostraron que
la fagocitosis del conidio y del blastoconidio (levadura) de S. schenkii se estimula cuando
los hongos fueron opsonizados con proteinas sericas, en el caso del conidio con
manoproteinas, mientras que los blastoconidios son opsonizados con la fraccion C3 del

complemento (Guzman, et al. 2012).

Multiples componentes del suero humano estan implicados en la opsonizacion del conidio
favoreciendo el proceso de fagocitosis, se destaca la complejidad de esta interaccion, ya
que intervienen diversos factores como se evidencia con los resultados obtenidos
empleando el fracciomaniento con cuatro técnicas: Cibacrom Blue, intercambio anionico,

afinidad (ConA) y los conidios de S. schenckii como sistema de afinidad.

Por tanto, es posible que en la presencia de suero completo en niveles éptimos, favorezca
significativamente la fagocitosis de los conidios previamente opsonizados, sin embargo

existen algunos componentes (manoproteinas) implicados mayoritariamente en el
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reconocimiento del conidio por parte de los M® humanos, no obstante recientes hallazgos
demuestran que en la opsonizacién del conidio tambien estan implicadas proteinas que

carecen de residuos de manosa.

Del fraccionamiento con Cibacrom Blue se obtuvo inesperadamente que la fraccién con un
mayor indice de fagocitosis son los pertenecientes a la fraccion Alb + (tabla 3 y Figura 16),
Esto se puede deber a que la albumina actua como acarreador de otras proteinas de
menor tamafo, como es el caso de algunas hormonas, citosinas y lipoproteinas
(Radhakrishna, et al. 2003), aunque no solo proteinas de bajos pesos moleculares estan
implicadas en el proceso de opsonizacion, ya que el perfil de SDS-PAGE muestra
proteinas con pesos moleculares inferiores a los 20 kDa y superiores a los 250 kDa,
demostrando que mas de un componente del SHP esta implicado en el proceso de

opsonizacion.

Los datos de intercambio aniénico (Tabla 4 y Figura 19) mostraron una distribucion de
proteinas en las 5 fracciones obtenidas viéndose favorecidas las fracciones eluidas con
0.3 y 0.5 M de NaCl. El perfil SDS-PAGE muestra que las proteinas presentes en estas
fracciones comparten caracteristicas en cuanto al numero y peso molecular, esto se debe
a que la columna separa a las proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico y afinidad a la
columna. Al ser despegadas de la resina con concentraciones cercanas de NaCl las
proteinas eluidas en el punto intermedio del fraccionamiento tendran caracteristicas muy
similares y pueden tener proteinas en comun, que son las que estan favoreciendo la

opsonizacion del conidio en ambos casos.

Para comprobar si las proteinas implicadas en la opsonizacion del conidio de S. schenkii
eran unicamente manoproteinas, las fracciones se sometieron a un tratamiento con Con A,
mostrando al menos un par de moléculas que se unen a la resina (manoproteinas), pero
otro numero importante de proteinas es eluido (Figura 20). Los datos de ConA también
proporcionan pruebas de la participacion de componentes con una variabilidad en cuanto
a sus caracteristicas fisicoquimicas y de pesos moleculares lo que  complica
sustancialmente la identificacion de las proteinas implicadas en el proceso de

opsonizacion. El ensayo de fagocitosis indica que las proteinas que favorecen la
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opsonizacién del conidio son manoproteinas pero otro porcentaje es beneficiado por

proteinas no manosiladas.

Las PUC forman interacciones entre si complicando su andlisis, ya que estas tienden a
formar agregados, las proteinas fueron tratadas con reductores diferentes, observando
que al menos dos proteinas con pesos moleculares cercanos estan implicadas en el
proceso aunque estas tienen comportamientos diferentes dependiendo del agente

reductor utilizado (Figura 22).

La opsonizacion con las PUC favorece el proceso de fagocitosis de manera similar a lo
obtenido con el suero completo (Figura 23). El analisis de las proteinas unidas a PUC
mediante espectrofotometria de masas indicé que la muestra tenia presente una sola
proteina (albumina), lo cual no corresponde con los resultados obtenidos en la
electroforesis SDS-PAGE donde se mostraba un doblete (Figura 24). La identificacion de
la albumina suena razonable si se considera que es la proteina mas abundante en el SHP,
sin embargo resultados previos obtenidos en el laboratorio indican que la albumina no

favorece la fagocitosis del conidio.

La posibilidad de que no todas las proteinas implicadas en la opsonizacion del conidio de
S. schenkii se unan fuertemente al hongo o estén en una concentracibn muy baja es

latente, lo que impidio lograr la purificacién de las opsoninas.

Debido a la poca confiabilidad del resultado obtenido en la identificacion por MS/MS de las
PUC se realizaron ensayos de competencia con azucares con afinidad a MR, donde se
observa que el porcentaje de fagocitosis disminuye significativamente con respecto a los
conidios opsonizados con las PUC, demostrando que la muestra tiene presente al menos
una manoproteina que no pudo ser identificada. Por otro lado para demostrar que la
muestra contiene proteinas no manosiladas que participan en la opsonizacion del conidio,
el MR fue retado con galactosa (un carbohidrato no reconocido por el receptor),
obteniendo un valor de fagocitosis muy similar al obtenido con el control (conidios

opsonizados con PUC).

En el caso de S. schenckii, si bien es reconocido y fagocitado significativamente por el

MR, se encontré que para su eliminaciéon participa otro u otros receptores, ya que al
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bloquear el MR con diferentes azucares que compiten por el receptor, el porcentaje
fagocitosis disminuye significativamente, pero la fagocitosis no se ve inhibida en su
totalidad, indicando que los conidios son fagocitados mediante otro u otros receptores que

pueden actuar independientemente o en colaboracion con el MR.

El SHP es una mezcla muy compleja de moléculas, y muchas de estos no se han
identificado en términos de su secuencia o funcion. Kondethimmanahalli C. et al 2009,
reporta que la identificacion de proteinas de suero humano depende de diversos factores
como la concentracion, la variabilidad entre individuos, la manipulacion y el tratamiento, lo
cual altera la fiabilidad y la reproducibilidad analitica. Esto, junto con la complejidad de la
interacciéon con el conidio, hace que la identificacion de las moléculas que participan sea
una tarea dificil, lo que abre la pauta para producir una estrategia de purificacion que

permita ademas la resolucion de sus componentes.
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Conclusiones

e El suero humano es una muestra muy compleja, debido al elevado numero de
proteinas, la concentracion y estabilidad de algunas de ellas, dificulta la

identificacion de algunos de sus componentes.

e Para lograr un enriquecimiento de las proteinas de SHP es necesario el uso de mas

de una técnica cromatografica.

e La fagocitosis del conidio de S. schenkii se ve favorecida con la opsonizacion de
multiples componentes del SHP principalmente manoproteinas, aunque también

hay participacién de proteinas no manosiladas.

e EIl principal receptor en macréfagos humanos involucrado en la fagocitosis del
conidio de S. schenkii, cuando esté esta opsonizado con manoproteinas séricas,

es receptor de manosa.

e La fagocitosis del conidio esta mediada por mas de un receptor fagocitico, el cual
no requiere que el conidio este opsonizado, para incrementar su porcentaje de

fagocitosis.
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Anexo 1

Tinciones

Reactivos

1. Tincién de Giemsa

Kariomax
Na,HPO, 0.44g
KH,PO4 0.55¢g

Llevar a un volumen final de 1L con agua destilada.
Giemsa 1:15

Giemsa 1 mL

Kariomax 14 mL

Mezclar y filtrar dos veces papel Whatman No 1.

Eosina 1:4
Eosina 1mL
Etanol 3mL

Al terminar la incubacion de los MO con los conidios, se retird el medio, se lavaron con

PBS 1x, se fijaron con metanol por 1 minuto, se lavaron nuevamente con PBS 1X (10

veces). Se incubaron a 4°C por dos horas, se retiré el PBS. Se incubaron de 3 a 5 min con

eosina 1:4, se enjuago ligeramente con agua, se incubaron de 20 a 30 min con giemsa

1:15. Se lavaron con agua y se dejaron secando toda la noche.

2. Tincion de plata.
Plata 20%

(AgNOs3) 29

Llevar a 10 mL con agua destilada.
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Etanol 30% mas Acido acético 30%
Etanol 30 mL

Acido acético 30 mL

Llevar a 100 mL con agua destilada.
Solucién reveladora con plata
Solucién de plata al 20% 0.5 mL
Agua destilada 20 mL
Solucién de carbonato de calcio
CaCOs3 25¢g

Llevar a un volumen final de 100 mL con agua destilada.

El gel se dejé incubando toda la noche en 100 mL de una solucion de etanol al 30% y

10% de acido acético, posteriormente se realizaron dos lavados de 30 min con etanol al

30% y 2 lavados de 10 min con agua destilada, después de los lavados se incuba durante

1h con la solucion reveladora con plata, nuevamente se realizaron dos lavados de 1 min

con agua destilada, para detener la reaccion, se incub6 con una solucion de acido acético

al 1% durante al menos 10 min, posteriormente se lavé con agua destilada.

Tincién de Coomassie.

Solucioén de fijacion para Coomassie.
Metanol 40%

Acido acético 10%

Soluciéon de azul de Coomassie.
Etanol 30%

Acido acético 10%

Azul de Coomassie 0.2%
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Solucion de destenido
Metanol 50%
Acido acético 2%

Al termina la electroforesis el gel se lavd 3 veces con agua destilada (10 min cada uno)
para fijar el gel se incubd durante 30 min en una solucion de fijacion para Coomassie, se
retird la solucion de fijacidén y se afadio la solucion de azul de Coomassie se dejo actuar
durante 2h y posteriormente se retir6d la solucion y destiid con la solucion de destefido
por 2h o el tiempo necesario para obtener la intensidad deseada de las bandas, haciendo

cambios de solucion de destefido cada hora.
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Anexo 2
Electroforesis
Buffer de corrida para PAGE

Glicina 144 ¢

Trizma base 3.1g

SDS 19

Llevar a 1000 mL con agua destilada

Acrilamida 30%
Acrilamida 30g

BIS 0.8g

Llevar a 100 mL y filtrar.
SDS10%

SDS1g

Llevar a 10 mL con agua
APS 10%

APS 1g

Llevar a 10 mL con agua

Tabla 8 Gel superior de poliacrilamida con SDS.

7.5% 10% 12% 15%
H20 4.8 mL 4.0 mL 3.3mL 2.3 mL
30% 2.5 mL 3.3 mL 4.0 mL 5.0 mL
Acrilamida
1.5M Tris | 2.5mL 25 mL 2.5 mL 2.5 mL
(pH8.8)
10%SDS 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL
10% APS 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL
TEMED 0.004 mL 0.004 mL 0.004 mL 0.004 mL
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Anexo 3

SOLUCIONES PARA COLUMNAS

Cibacrom Blue

Solucion de lavado para Cibacrom Blue (0.01 M Tris HCI pH 7.5-8.0)

Diluir 1 volumen de TRIS 1M por cada 100 mL de agua destilada ajustar pH con HCI.
Buffer para Cibacrom Blue

NaCl 87.66 g

TRIS1M 10 mL

Llevar a 1000 mL con agua destilada ajustar pH con HCI.

Econopac Q

Solucion de lavado para Econopac Q (0.1 M NaCl + 0.01 M Tris HCI pH 7.5-8.0)
NaCl 5.84 g

TRIS1M 10 mL

Llevar a 1000 mL con agua destilada ajustar pH con HCI.

Solucion de lavado para Econopac Q (0.3 M NaCl + 0.01 M Tris HCI pH 7.5-8.0)
NaCl 17.53 g

TRIS1M 10 mL

Llevar a 1000 mL con agua destilada ajustar pH con HCI.

Solucién de lavado para Econopac Q (0.5M NaCl + 0.01 M Tris HCI pH 7.5-8.0)
NaCl 29.22¢g

TRIS1M 10 mL

Llevar a 1000 mL con agua destilada ajustar pH con HCI.

Solucién de lavado para Econopac Q (0.7M NaCl + 0.01 M Tris HCI pH 7.5-8.0)
NaCl 40.90g

TRIS1M 10 mL

Llevar a 1000 mL con agua destilada ajustar pH con HCI.
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Solucién de lavado para Econopac Q (1 M NaCl + 0.01 M Tris HCI pH 7.5-8.0)
NaCl 58.44 g

TRIS1M 10 mL

Llevar a 1000 mL con agua destilada ajustar pH con HCI.

Columna Con A

Acetato de sodio 1 M pH 6.5

Acetato de sodio 41g

Se mide el pH y se lleva a un pH de 6.5 con acido acético y después se lleva a un volumen
final de 500 mL.

Acetato de sodio 0.1 M pH 6.5
Acetato de sodio 4.1g

Se mide el pH y se lleva a un pH de 6.5 con acido acético y después se lleva a un volumen
final de 500 mL, se pasa por un filtro de 0.22 pm.

Solucion de lavado columna Con A

NaCl 1M,
MgCI2 5mM
MnCI2 5mM
CaCl2 5 mM
TRIS 1M

Trizma (hydrochloride) 1576 g

Se llevan a un volumen final de 1L con agua destilada.

TRIS 20 mM

Diluir 1 volumen de TRIS 1 M por cada 49 de agua destilada.
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Anexo 4
SOLUCIONES Y MEDIOS

PD para conidios

Extracto de levadura 19
Peptona 159
Dextrosa 549
Agar 109

Llevar a volumen final de 500 mL con agua destilada, solubilizar y esterilizar en autoclave
a 121°C/ 20 psi por 20 minutos.

PBS 1X
NaCl 49
KCI 0149

KH2PO4 0.12¢g
Na2HPO4 0.72g

Se mide el pH y se lleva a pH7.2 y después se lleva a un volumen final de 500mL, se

pasa por un filtro del N°1 vy se esteriliza en autoclave a 121°C/ 20 psi por 20 minutos.

RPMI

Hepes 5mL
Piruvato de sodio 5mL
L-glutamina 5 mL

Antibidtico/ Antimicotico 5 mL
2-mercaptoetanol 2L
Llevar un pH 7.1-7.2 y finalmente a un volumen final de 500mL con medio RPMI-1640.

e
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RPMI suplementado

Hepes 5mL
Piruvato de sodio 5mL
L-glutamina 5mL

Antibidtico/ Antimicotico 5 mL
2-mercaptoetanol 2 uL

Suero fetal bovino 50 mL

Llevar un pH 7.1-7.2 y finalmente a un volumen final de 500 mL con medio RPMI-1640.
Buffer de lisis de macréfagos.

NaCl 20 mM

Tris 20 mM

EDTA 50 mM

Triton 0.5%

Inhibidor de proteasas 10 uL

Inhibidor de fosfatasas 10 pL

Llevar a volumen de 1 mL con agua inyectable.
Soluciéon A" (cuantificacion de proteinas)

20 uL de reactivo S por 1 mL de reactivo A
Fucosa1 M

Fucosa 1.64 g

Llevar a 10 mL con agua destilada

66



D- Galactosa 1M

D- Galactosa 1.80 g

Llevar a 10 mL con agua destilada

D- (+)- Mannosa 1M

D- (+)- Mannosa 1.80 g

Llevar a 10 mL con agua destilada
Methyl-a-D-mannopyranosido
Methyl-a-D-mannopyranosido  1.94g
Llevar a 10 mL con agua destilada
a-D-MANNOPYRANOSE 1M
a-D-mannopyranose 9.7¢

Llevar a volumen final de 50 mL con buffer de acetato de sodio 0.1 M.
a-D-MANNOPYRANOSE 200mM

Diluir un volumen de a-D-mannopyranose 1M por cada 4 volumenes de buffer de acetato
de sodio 0.1 M.
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