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Resumen

La histoplasmosis (HP) es una micosis sistémica causada por el hongo dimorfo
Histoplasma capsulatum. Este microorganismo presenta una fase saprofitica filamentosa
que habita naturalmente en ambientes enriquecidos con guano de murciélagos, gallinas,
palomas y otras aves. La infeccion primaria o primoinfeccion puede ser asintomatica o
manifestarse como un cuadro respiratorio agudo o subagudo. Sin embargo, en pacientes
inmunocomprometidos, la enfermedad puede progresar a formas diseminadas graves,
afectando el pulmon y otros 6rganos, lo que conlleva altas tasas de mortalidad si no se
administra un tratamiento oportuno.

El diagnostico definitivo de histoplasmosis (HP), se logra mediante el diagnostico
directo realizado por observacion micro y/o macroscopica de levaduras intracelulares,
requiriéndose un observador experimentado. Y el Histoplasma por el aislamiento e
identificacion desde cultivos, lo que requiere entre 7 y 60 dias y poseer una CSB (cabina de
seguridad biologica) clase 2. Ante la dificultad del diagnostico definitivo, la evidencia
serologica de esta infeccion fingica es importante. Se han utilizado una variedad de
inmunoensayos para detectar anticuerpos especificos contra H. capsulatum. Segun la
forma clinica la técnica méas aplicada para la deteccion de anticuerpos es la inmunodifusion
con una sensibilidad del 70 al 100 % y una especificidad del 100 %. La prueba de fijacion
del complemento (FC), una metodologia ampliamente utilizada en el pasado, es menos
especifica (60 a 90%) . La deteccion de antigenos flingicos mediante inmunoensayos es
valiosa en personas inmunocomprometidas, donde tales ensayos logran valores predictivos
positivos de 96 a 98%. . Existe un test comercial de aglutinacion con latex acoplado a
histoplasmina, con valores de sensibilidad variables y algunas reacciones cruzadas con
otras micosis. Este test comercial no esta disponible en Argentina por lo que no fue
evaluado en nuestra poblacion. Por ello proponemos desarrollar un reactivo similar
realizado con antigenos optimizados para evaluar su utilidad en el inmunodiagnoéstico de
HP.

Los test para deteccion de anticuerpos utilizan la histoplasmina que se obtiene del
sobrenadante de cultivo micelial y los componentes inmunodominantes son los antigenos
glicoproteicos H y M. Los anticuerpos anti-M son los primeros en aparecer y persisten
durante toda la enfermedad.

En el presente trabajo, se estudian distintos antigenos de Histoplasma capsulatum como
antigenos utiles para la deteccion de anticuerpos. Se evaluara la utilizacion de
histoplasmina, galactomanano y la proteina M recombinantes como antigenos en diferentes
técnicas, como aglutinacion de particulas de latex y dot blot. Se evaluard la
inmunoreactividad de distintos antigenos con antisuero de conejo, que estdn inmunizados
con antigenos de Histoplasma capsulatum y de otras micosis (Coccidioides posadasii,
Paracoccidioides sp, Aspergillus sp y Cryptococcus neoformans-gatti).
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Introduccion

Justificacion e importancia del tema seleccionado

La HP (Histoplasmosis) forma parte de las micosis sistémicas cldsicas como hongos
patogenos primarios, que se inician por la inhalacion de esporas del ambiente, afectando al
sistema respiratorio, por lo que en general se requiere para su diagnostico el estudio de
muestras representativas de las vias respiratorias (Guillermo Quinddés Andrés Elsevier
Espafa, 23 may 2015). La muestra mas frecuente es el esputo debido a su facilidad de
obtencion, siendo esta la muestra mas representativa. Para su identificacion podemos
utilizar a la proteina H y M, esta ultima es una glicoproteina, y hay otra la proteina M
recombinante, esta no estd glicosilada, refiriéndonos a la busqueda de antigenos en las
muestras bioldgicas (Alvarado, Pérez-Rojas, Zambrano, Gonzatti, Gonzalez). La inhalacién
de los conidios puede generar una primoinfeccion, esta misma puede pasar inadvertida o
provocar un cuadro subagudo. En pacientes inmunocomprometidos puede evolucionar a
formas diseminadas graves comprometiendo el pulmén, generando un cuadro respiratorio
agudo/subagudo, y pasar a ser multisistémico que puede dar altas tasas de mortalidad si no
se media con un tratamiento oportuno. La infeccion se adquiere por la inhalacion de
microconidias que se encuentran en el suelo, se depositan en los alvéolos y se convierten
rapidamente en una forma de levadura parasitaria en los tejidos. Esta germinacion y
conversion puede ocurrir antes o después de la ingestion por los macréfagos pulmonares.
La histoplasmosis debe ser diferenciada de la tuberculosis, ciertas neumonias bacterianas,
virales y otras micosis, ademds de que por motivos de requerir un observador
experimentado y para el aislamiento e identificacion de Histoplasma capsulatum desde el
aislamiento en cultivos, que requiere un tiempo de entre 7 y 60 dias, por esta razon creemos
importante desarrollar un reactivo de latex, para el inmunodiagnostico de HP. Utilizamos
para este trabajo diferentes métodos como la cromatografia “fast flow” que es una técnica
de presion media util para separar y purificar proteinas y otras moléculas. También
realizamos los estudios de Dot blot que es una técnica simple para deteccion de
biomoléculas ,detectando ADN, ARN y proteinas, pero esta no nos permite identificar las
biomoléculas por su tamafio, solo se detecta la presencia o ausencia del analito de interés. A
su vez la técnica de SDS-PAGE util para separar proteinas por su peso molecular. Por
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ultimo la aglutinacion de particula de latex util para estudiar ciertos antigenos o anticuerpos
aglutinandose en presencia del uno o del otro.

Marco teorico

Manifestaciones clinicas de la histoplasmosis

Las manifestaciones clinicas de la histoplasmosis dependen de la magnitud de la
exposicion, es decir, la cantidad de particulas fingicas inhaladas, el estado inmunologico
del huésped y la virulencia de la cepa infecciosa, indicando que los factores ambientales y
genéticos controlan la manifestacion de la enfermedad; en contexto con pacientes
inmunocomprometidos, por ejemplo las personas con SIDA, las cepas de H. capsulatum
que no eran consideradas virulentas pueden causar enfermedades fatales (Azar et al., 2020).
Es importante saber que la infeccion de H. capsulatum suele ser asintomatica en
inmunocompetentes (Guimaraes et al., 2006). La histoplasmosis pulmonar sintomatica
suele ser subaguda, dada a una infeccion de bajo indculo, y es una enfermedad leve
parecida a una gripe caracterizada por tos seca, fiebre y fatiga presente luego de varias
semanas de exposicion; en las radiografias, presentan agrandamiento de los ganglios
linfaticos hiliares o mediastinicos e infiltrados irregulares, pero pueden ser normales
(Wheat et al., 1984). La enfermedad se divide en tres categorias clinicas: la pulmonar aguda
(resultado de un indculo alto, generalmente pulmonar, donde los individuos tienen sintomas
diversos e inespecificos, como por ejemplo cefalea, dolor toracico pleuritico o subesternal y
mialgia, cuya gravedad se correlaciona con la magnitud de la exposicion; el 90% de los
casos cursan la enfermedad de forma asintomatica, donde los sintomas aparecen de 3 a 18
dias después de la exposicion, en muchos casos estos sintomas desaparecen 2 o 3 semanas
de forma espontanea); la infeccion pulmonar cronica (presentada como un cuadro
granulomatoso crénico, afectando a los pulmones y a otros 6rganos del sistema monocitico
fagocitario); y la infeccion diseminada (dada a un foco extrapulmonar), que es una
enfermedad progresiva que puede afectar mayormente a personas inmunocomprometidas,
como por ejemplo, a pacientes que reciben corticoides, terapia citotoxica e
inmunosupresores o personas con VIH.

Datos epidemiologicos

El Histoplasma capsulatum requiere de condiciones ambientales de clima moderado con
humedad constante. En América del norte las regiones endémicas se encuentran en el
medio oeste y sudoeste del pais. En Latino America las areas prevalentes se encuentran en



Brasil (donde las areas endémicas estan ubicadas en las partes del medio oeste y sudoeste
del pais), Ecuador, Venezuela, Paraguay, Uruguay y Argentina.

La HP compromete mas a hombres que a mujeres, con una relacion de 6:1, se presenta en
todas las edades siendo severa en nifios, adultos mayores y en inmunodeficientes. El SIDA
ha sido importante en la epidemiologia de la HP; esta es una infeccién oportunista grave
frecuente en personas que desconocen que tienen VIH y en aquellos que estan sin terapia
antirretroviral altamente efectiva.

Métodos de diagndstico

Aunque estan bien descritas las manifestaciones clinicas, el diagnostico de HP no se basa
unicamente de la informacion clinica, debido a que existe una superposicion significativa
de la HP con otras enfermedades, por ejemplo la HP aguda leve es similar a diversas
infecciones virales del tracto respiratorio. Las manifestaciones pulmonares de enfermedad
mas agresiva con infiltrados pulmonares y linfadenopatia hiliar se superponen con
infecciones por otros hongos dimorficos o Mycobacterium tuberculosis. El diagndstico
definitivo requiere el aislamiento de Histoplasma capsulatum en medio de cultivos
especificos o la visualizacion de la forma levaduriforme en las muestras clinicas utilizando
técnicas de tincion flngica, pero estos procedimientos requieren mucho tiempo, por lo
general un tiempo de 15 dias, aunque carece de sensibilidad. Ademas otros hongos pueden
no diferenciarse con Histoplasma ya que pueden confundirse con otras estructuras de otros
patogenos fungicos. También, dependiendo del material procesado para estas aplicaciones,
algunos contaminantes pueden crecer mas que la de HP, lo que complica el diagndstico.

Se desarrollaron otras técnicas para complementar el cultivo y el examen microscopico que
incorporan informacion clinica y seroldgica, estas pruebas tienen la ventaja de ser rapidas
con una especificidad y sensibilidad razonables (ej: inmunodifusion, reactivo de latex). La
deteccion de antigenos y anticuerpos proporciona informacion indicativa de la enfermedad
actual que ayuda en el manejo de la infeccion. También se utilizan métodos de deteccion de
antigenos, especialmente cuando la deteccion de anticuerpos es poco probable, esto ocurre
frecuentemente en pacientes inmunocomprometidos con infeccion diseminada que a
menudo no manifiestan una respuesta inmunitaria. Sin embargo, los ensayos de deteccion
de antigenos no estan disponibles universalmente.

La eleccion de cada prueba a realizar depende de las manifestaciones clinicas y factores del
huésped. Los métodos basados en cultivo son mas efectivos cuando la carga flingica es alta,
por ejemplo en algunos pacientes con forma diseminada o cronicas de HP. Recientemente
se han desarrollado algunas técnicas de biologia molecular que pueden mejorar ain mas el
diagnéstico de HP, especialmente para la deteccion temprana de la enfermedad, y para
mejorar la especificidad del diagnostico.



Los métodos de deteccion de anticuerpos son las principales herramientas actualmente
utilizados para el diagndstico sin cultivo de HP dada su disponibilidad general y su rapido
tiempo de respuesta.

Los principales antigenos de diagnostico de Histoplasma capsulatum son los antigenos H y
M, estas glicoproteinas provocan respuestas inmunitarias humorales y mediadas por células
T. El antigeno M se considera inmunodominante porque los anticuerpos contra ¢l son las
primeras precipitinas que surgen en la histoplasmosis aguda y pueden estar presentes
durante toda la infeccion. Se propuso que la glicoproteina M es una catalasa, con actividad
que podria proteger las formas de levadura de los mecanismos fungicidas oxidativos, sin
embargo se espera evidencia definitiva que respalde aquella hipdtesis. El antigeno M
contiene epitopes proteicos y glicosidicos especificos de cada especie ya sea H.capsulatum
var.capsulatum 'y H.capsulatum var.duboisii. El serodiagnéstico tiene limitaciones,
inclusive resultados positivos engafiosos en pacientes con otras enfermedades causados por
microbios que reaccionan en forma cruzada con H.capsulatum. La mayoria de esta
reactividad cruzada se debe a determinantes de carbohidratos, epitopes del antigeno M, la
reactividad cruzada se da con determinantes similares de carbohidratos en otras clases de
hongos dimorficos y en algunas bacterias.

La deteccion de anticuerpos contra epitopes peptidicos dentro de antigenos M nativo o
recombinante podria mejorar la especificidad y sensibilidad de las pruebas seroldgicas y asi
proporcionar un diagnostico temprano y especifico de histoplasmosis aguda.

Conceptos de inmunologia empleados en el trabajo

Antigeno: Antigeno se considera toda molécula capaz de unirse a receptores antigénicos de
linfocitos B y T, que pueden ser proteinas, polisacaridos, lipidos o nucledtidos que se unen
a anticuerpos. Los antigenos pueden estar en bacterias, hongos, virus, parasitos o células
tumorales.

Anticuerpo: componentes esenciales de la inmunidad adaptativa, generada por las células B
como inmunoglobulinas, combaten patdégenos que se replican en el espacio extracelular,
que presentan un estadio extracelular o que se diseminan a través del espacio extracelular.

Anticuerpos policlonales: obtenidos por extraccion de un suero de un animal previamente
inmunizado con el antigeno que se quiere estudiar .El antigeno se inyecta al animal, el cual
produce inmunoglobulina contra diferentes epitopes del mismo .El suero extraido tendra
una mezcla de anticuerpos de distintas especificidades, sintetizados por distintos clones de
células plasmaticas.

Interaccidon antigeno-anticuerpo: la unioén antigeno-anticuerpo es una interaccion reversible
producidos por enlaces no covalentes. En la interaccidon in vitro de un antigeno con su



anticuerpo especifico hay dos etapas, la interaccion primaria no visualizable y la
interaccidon secundaria que sigue a la anterior y se caracteriza por la aparicion de un
fendomeno visible como la aglutinacién o la precipitacion.

Reactividad cruzada: se debe a que un anticuerpo producido contra un antigeno especifico
tiene una afinidad contra otro antigeno que no es el de interés. Esto ocurre si dos antigenos
diferentes comparten un epitope similar o parecido.

Técnicas inmunoquimicas utilizadas en este trabajo

Dot blot

Es una técnica sencilla que se utiliza para identificar la presencia de proteinas, ADN o ARN
en una muestra. El principio fundamental es que la solucidon de proteinas preparadas se
siembra directamente sobre la membrana de nitrocelulosa. La inmunodeteccion se realiza
directamente sobre la membrana después de la aplicacion de la muestra. Esta no permite
separar o diferenciar las moléculas por su tamafio.

Después de la inmovilizacidn, las proteinas se pueden analizar utilizando anticuerpos para
visualizar los patrones de los antigenos micdticos, no hay ninglin paso para la separacion
involucrada. Esta es una técnica sencilla y rapida. Un dot blot es una forma mas simple de
inmunoensayo. Las transferencias de puntos se utilizan a menudo como métodos de
deteccion o inmunodeteccion de anticuerpos para poder identificar reacciones cruzadas con
otras proteinas relacionadas. Este método también se utiliza como herramienta para la
produccion de anticuerpos, para evaluar la calidad y especificidad de los reactivos de
anticuerpos en el reconocimiento de antigenos, para probar la concentracion de anticuerpos
y para observar si el anticuerpo sufrié algin cambio en la calidad, ya sea en términos de
especificidad, afinidad o concentracion.

El principio fundamental involucrado en la transferencia puntual es que la solucién de
proteina preparada se transfiere directamente sobre la membrana de nitrocelulosa.

Después de la inmovilizacion, las proteinas se pueden analizar usando una sonda de
anticuerpos para visualizar los patrones. Hay que recordar que la membrana de
nitrocelulosa es sensible a las proteinas, por lo que hay que usar guantes y una pinza para
manipular los bordes de la membrana para no transferir proteinas involuntariamente a la
membrana.
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Reacciones de aglutinacion

La prueba de aglutinacion de latex se fundamenta en reacciones de aglutinacion entre
anticuerpos y antigenos adheridos a particulas o células, lo que permite una visualizacion
directa de la interaccion inmunologica. Estas reacciones son particularmente ttiles para la
deteccion de anticuerpos mediante el empleo de antigenos particulados, y también resultan
efectivas para identificar antigenos en muestras biologicas. En esencia, los principios
subyacentes son similares a los de las reacciones de precipitacion, ya que ambas involucran
la formacion de complejos antigeno-anticuerpo que generan agregados visibles. Sin
embargo, las aglutinaciones destacan por su mayor sensibilidad en comparacién con las
precipitaciones, lo que las hace ideales para detectar concentraciones bajas de analitos.

Ventajas y aplicaciones en el Laboratorio de Inmunologia

Una de las principales ventajas de las técnicas de aglutinacion radica en su rapidez, ya que
los resultados se obtienen en minutos, requiriendo un minimo de material reactivo y siendo
econdmicamente accesibles. Estas caracteristicas las convierten en herramientas
indispensables en el laboratorio de inmunologia, facilitando la deteccion y el diagnostico de
diversas patologias infecciosas, autoinmunes y otras condiciones relacionadas con
respuestas inmunes especificas. Su simplicidad y eficiencia las posicionan como métodos
de primera linea para screening inicial, complementando técnicas mas complejas cuando
sea necesario.

Aglutinaciones Directas

En las aglutinaciones directas, el antigeno se presenta en forma particulada, como bacterias
o células intactas, sin necesidad de fijacion a soportes inertes. Aqui, los anticuerpos se unen
directamente al antigeno, provocando una aglutinacion visible de las particulas. Estas
reacciones pueden realizarse de manera rapida en placas, donde la agitacion facilita la
observacion inmediata de la agregacion, o de forma lenta en tubos o microplacas,
permitiendo una incubacién mas prolongada para mayor precision en muestras con baja
concentracion de reactivos.

Aglutinaciones Indirectas

Por el contrario, las aglutinaciones indirectas se utilizan para antigenos solubles, que se
fijan previamente a soportes como globulos rojos o particulas inertes de poliestireno
mediante enlaces covalentes (ver figura 1A). Alternativamente, se pueden emplear bacterias
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como Micrococcus lysodeikticus como soporte para la adsorcion del antigeno. Una vez
preparados estos complejos, los anticuerpos en la muestra inducen la aglutinacion de las
particulas cargadas. Al igual que en el método directo, estas pruebas son rapidas cuando se
realizan en placas y mas lentas en tubos o microplacas, ofreciendo flexibilidad segun las
necesidades del analisis diagnostico.
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Figura 1A: Esquema de sensibilizaci()n con particulas de latex. El circulo representa una particula
de latex los triangulos los antigenos.
(https://slideplayer.es/slide/75 803 00/tecnicas-de-aglutinacion)

En las técnicas de aglutinacion con particulas de latex, la interaccion entre el anticuerpo
anti-x presente en un suero y el antigeno "x" particulado —unido de manera covalente o no
covalente a una particula de latex— genera un agrupamiento visible conocido como
aglutinacion (ver figura 1B). Este fendmeno se manifiesta tipicamente como una malla de
precipitacion observable (ver figura 2), lo que permite una deteccion rapida y cualitativa de
la presencia de anticuerpos o antigenos especificos en la muestra. Las aglutininas, que son
los anticuerpos responsables de inducir estas reacciones, juegan un rol central en este
proceso, facilitando la unién y la formacion de complejos inmunes estables. Las reacciones
de aglutinacidon exhiben una notable similitud con las reacciones de precipitacion, ya que
ambas dependen de la formacion de redes de anticuerpos y antigenos para producir un
agregado visible. Sin embargo, al igual que en la precipitacion, un exceso de anticuerpos
puede interferir en el proceso, inhibiendo la aglutinaciéon en lugar de promoverla. Este
fenomeno se denomina efecto prozona y ocurre cuando la concentracion elevada de
anticuerpos satura los sitios antigénicos sin permitir la formacion adecuada de la malla
reticular. Para detectar la presencia de este efecto, es esencial diluir la muestra y comparar
los resultados: si se observa aglutinacion en la dilucion (donde la concentracion de
anticuerpos es menor), pero no en la muestra original no diluida (més concentrada), se
confirma la existencia del efecto prozona. Esta precaucion es crucial en ensayos
diagnosticos para evitar falsos negativos y garantizar la precision de los resultados.
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Figura 1B: Esquema de aglutinacion con particulas de
latex. (https://slideplayer.es/slide/7580300/tecnicas-de-aglutinacion
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Figura 2: Anillo negro izquierdo representa una aglutinacion en particulas de latex positiva para
proteina C reactiva (PCR) y el anillo negro derecho representa una aglutinacion negativa
(https://www.clikisalud.net/salud-general-prueba-aglutinacion-latex).

técnica de separacion de componentes proteicos

Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE)

La electroforesis es una herramienta analitica simple, rapida y muy sensible, lo que
la convierte en una técnica de gran utilidad para la separacion y el estudio de moléculas
cargadas tales como proteinas y acidos nucleicos.

La polimerizacion de los geles de SDS-PAGE requiere de camaras verticales, formadas por
dos placas de vidrio selladas, porque el oxigeno produce que la polimerizacion no se realice
adecuadamente.

Formacion y caracteristicas de los geles de SDS-PAGE

El principio de la electroforesis consiste en la migracion de moléculas, por accion de
un campo eléctrico, a través de una matriz de naturaleza porosa, en la cual seran separadas
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de acuerdo a su peso molecular o tamafo, esta es una herramienta util para la separacion,
identificacion y purificacion de proteinas (César Menor-Salvan). La reacciéon de la
poliacrilamida se forman a partir de esta y la bis-acrilamida, produciéndose una matriz de
gel reticulada. Las proteinas tienen una carga negativa o global positiva, esto permite el
movimiento de una molécula de proteina hacia el punto isoeléctrico en el cual la proteina
no tiene carga neta. Al desnaturalizar las proteinas y darles una carga negativa uniforme, se
pueden separar en funcion de su masa a medida que migran al polo positivo. La velocidad
de migracion es proporcional a aquella masa.

Las placas del gel de poliacrilamida se forman por copolimerizacion de la
acrilamida para lo que se utiliza un agente entrecruzador como la N-N metilen
bis-acrilamida en presencia de un catalizador de ion persulfato en forma de persulfato de
amonio y un iniciador como TEMED (N,N,N,N-tetrametil endiamida). La polimerizacion
depende de la temperatura, se recomienda temperaturas mayores a los 20°c para prevenir
una polimerizacién incompleta. La polimerizacion debe realizarse en una atmoésfera inerte,
ya que el oxigeno actia como inhibidor de los radicales libres generados por el i6n
persulfato. Por ello, se emplean camaras verticales equipadas con dos placas de vidrio
selladas, lo que reduce la absorcidén de oxigeno por los geles.

La electroforesis desnaturalizante, como el SDS-PAGE dado que utiliza dodecil
sulfato sodico o SDS, esto asegura la desnaturalizacion total de la proteina por pérdida de la
estructura tridimensional. La cadena hidrocarbonada hidréfoba del SDS rodea a las cadenas
polipeptidicas, ya separadas, orientando el ion sulfato, hidrofilico, con carga negativa hacia
el medio acuoso. Asi todas las cadenas polipeptidicas adquieren carga negativa y todas las
cadenas polipeptidicas quedan desnaturalizadas.

Técnicas de purificacion de proteinas utilizadas en este trabajo

Cromatografia liquida

Es una técnica que se basa en la separacion de moléculas a través de su distribucion entre
dos fases, estacionaria y movil. Las propiedades de cada molécula determinaran su tiempo
de permanencia (se retenga) en la fase estacionaria (tiempo de retencion). La fase
estacionaria (polimero) es empaquetada dentro de un cilindro, y en la parte superior se
coloca la muestra. Las moléculas se desplazan a través de la fase estacionaria mediante el
bombeo de la fase movil (amortiguador) con un flujo a velocidad controlada.
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Para detectar las proteinas que salen de la columna, la fase mévil pasaréd por un detector UV
(280 nm), generando una sefial hacia un software, que finalmente se representard como una
grafica (cromatograma), donde los picos o montafias representan la presencia de proteinas,
y los valles la ausencia de éstas.

Cromatografia de intercambio iénico IEC)

La cromatografia de intercambio idnico es la técnica que separa a las proteinas en funcion
de su carga (R M Zancopé-Oliveira, S L Bragg, S F Hurst, J] M Peralta, E Reiss). La carga
de cada proteina varia por su composicion de aminodcidos cargados, distribucion y
densidad de carga de la molécula, y el ambiente quimico en el que se encuentran.Los
grupos ionizables de los residuos de aminoécidos cambian su carga de manera gradual al
variar el pH del medio. Si la proteina alcanza un pH en el que su carga neta es igual a cero,
pH conocido como punto isoeléctrico (pl), la proteina no migra en un campo eléctrico, ya
que no interactiia con cargas externas, lo que puede favorecer su precipitacion. Si el pH del
medio en el que se encuentra la proteina esta por arriba de su pl, la proteina adquiere carga
negativa; de manera contraria, si el pH del medio es menor a su pl, la proteina adquiere
carga positiva.

La fase estacionaria en la cromatografia de intercambio idnico puede ser anidnica o
cationica, y se unirdn moléculas de carga opuesta. La manera de separar y eluir a las
proteinas de la fase estacionaria se basa en modificar la fuerza idnica de la fase moévil, por
cambios graduales de pH o concentraciones de un intercambiador i6nico (por lo general es
una sal).

Metodologia de la cromatografia de intercambio ionico

En la cromatografia de intercambio i6nico, el proceso comienza equilibrando la columna
con un amortiguador especifico, donde el pH del amortiguador influye directamente en las
cargas de la fase estacionaria y las proteinas presentes en la fase movil. Una vez preparada,
se aplica la muestra a la columna, seguida de un lavado que permite que las moléculas no
unidas, es decir, aquellas con la misma carga que la columna, salgan de ella al pasar varios
volimenes de la fase moévil. Finalmente, las proteinas que se han unido de manera
diferencial a la columna se desplazan mediante un gradiente de fuerza ionica,
incrementando gradualmente esta fuerza para eluir completamente las proteinas retenidas y
regenerar las cargas de la columna.
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En esta técnica, las proteinas se adsorben en resinas de poliestireno entrecruzadas con
divinil benceno, las cuales estan derivadas con grupos funcionales como dietilaminoetil
(DEAE), carboximetil (CM), sulfopropil (SP) o amonio cuaternario (Q), entre otros.

Matrices y grupos funcionales en IEC

Una proteina con punto isoeléctrico menor a 7 o un &cido nucleico estardn cargados
negativamente a pH 7.0. De esa manera, si se tiene una matriz con sustituyentes cargados
positivamente, por ejemplo una amina cuaternaria, las macromoléculas se unirdn a los
sustituyentes con una fuerza proporcional a la carga que detecten al pH al que se realiza la
corrida y al niimero y naturaleza de los sustituyentes presentes en la matriz. Dado que las
proteinas son iones multivalentes, las resinas pueden ser de intercambio anidnico o
cationico, de acuerdo a la carga neta que posean. Dependiendo de la macromolécula en
estudio se usard una u otra. Los mas comunes son:

. dietil aminoetil (DEAE) ~O-CH 2 -CH 2 -N + (C 2 H 5 ) 2 H (débil) pK>11

. trimetil aminoetil (TMAE) —-O-CH 2 -CH 2 -N + (CH 3 ) 3 (fuerte) pK>13

. dimetilaminoetil (DMAE) —-O-CH 2 -CH 2 -N + (CH 3 ) 2 (débil) pK~10
. sulfometil -O-CH 2 SO 3 - pK<I (fuerte)

. sulfopropil -O-CH 2 - CH 2 - CH 2 -SO 3 - pK<1 (fuerte)

. carboximetil -O-CH 2 COO - pK~4.5

Nosotros usaremos la matriz fuerte sulfopropil y carboximetil.

Una caracteristica importante de los medios de intercambio i6nico es su capacidad, es decir
la cantidad de macromoléculas que pueden unir por unidad de volumen de fase
estacionaria, la capacidad se expresa en mg proteina/ml gel o meq/ml. La capacidad es
mayor cuanto mas sustituida est¢ la matriz, mas fuerte sea la interaccion con la
macromolécula y mayor sea el tamafio de poro de la matriz. La elucion puede realizarse de
dos formas diferentes. La més usual consiste en aumentar progresivamente la concentracion
de un contraiéon, de modo de desplazar el equilibrio de union de la macromolécula hacia la
forma libre. El contraion es normalmente una sal (NaCl, KCI, etc.) disuelta en el eluente.
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Las macromoléculas de una mezcla se iran desplazando en forma secuencial de acuerdo
con la fuerza de la union (las que posean menor densidad de carga eluiran antes, mientras
que para las de mayor carga neta el tiempo de retencion serd mayor).

Deteccion

Las macromoléculas eluidas pueden detectarse por varios métodos: absorcion en el UV o0 a
la longitud de onda de absorcién méxima si fueran coloreadas, por variaciones en el indice
de refraccion, la conductividad, etc. Los acidos nucleicos pueden detectarse por absorcion a
260 nm y las proteinas también a 254 nm (enlace peptidico). Los hidratos de carbono
pueden detectarse haciendo uso de cambios en el indice de refraccion. También pueden
tomarse alicuotas de los tubos recogidos y hacer alli la determinacion de la concentracion
de la macromolécula en cuestion ya sea por sus propiedades Opticas, por su actividad
bioldgica (actividad enzimatica) o por alguna reaccion especifica (p.ej. por Coomassie en
caso de proteinas).

Flujo del solvente

Con respecto a este parametro, la administracion del solvente se puede realizar por
gravedad o con bombas. El primer caso es posible s6lo cuando el soporte es
suficientemente laxo como para permitir el flujo sin necesidad de presion adicional. En el
segundo caso, pueden usarse equipos totalmente automatizados que permiten variar el flujo
en forma muy controlada y realizar automaticamente los gradientes. La velocidad de flujo
estd en estrecha relacion con la resolucion de la técnica.

Técnicas cromatograficas de alta resolucion HPLC yv FPLC

En general, se pretende que las corridas duren el menor tiempo posible para minimizar la
pérdida de actividad bioldgica, pero sin sacrificar la resolucion del método.

La distribucion de las macromoléculas en una columna durante la elucién hace que se
detecten a su salida de la columna como picos, caracterizados por su altura y su anchura. Lo
ideal es que cada pico sea tan angosto como sea posible, para separarlo de sustancias que
eluyan en la vecindad.
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Dos procesos causan el ensanchamiento del pico: la difusion y la turbulencia. La difusion
es el proceso por el cual la macromolécula, que se concentra en una banda a medida que se
separa de los otros componentes, tiende a difundir hacia atras y adelante hacia zonas en que
su concentracion es menor. La difusion depende del tiempo, por lo tanto puede controlarse
con corridas cortas, aumentando la velocidad de flujo. Sin embargo, esto causara que el
flujo alrededor de las particulas no sea laminar, forméndose turbulencias en el lado de la
particula cercano a la salida que ensancharan el pico. Por otra parte, muchos soportes no
aceptan velocidades muy altas debido a que al aumentar el flujo aumenta la resistencia al
avance y en consecuencia la presion. Con ello la fase inmovil tiende a comprimirse,
dificultando atin mas el flujo y aumentando mas la presion.

La turbulencia puede controlarse haciendo la particula cada vez mas chica. A su vez, al
achicar la particula se aumenta la superficie, aumenta el rozamiento con el solvente y esto
hace que se requiera mas presion para poder lograr un flujo determinado. Para esto se usa
un equipo especializado llamado “HPLC”.

La técnica de “FPLC” es un intermedio entre los sistemas de baja presion y el HPLC. En

este caso también es posible controlar muy exactamente el flujo mediante un sistema de
bombas de precision, pero el sistema esta limitado a presiones medias, hasta un maximo de
5 MPa (megapascal). Se pueden acoplar columnas de diverso tamafio y con una variedad de
soportes mas amplia que en el caso del HPLC, aunque no se alcanza la misma resolucion.
Su uso se inclina mds a la parte preparativa (purificaciéon de proteinas, péptidos y ac.
nucleicos) que a la analitica.

FPLC

La cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad (FPLC, por sus siglas en inglés) es
una técnica que se utiliza para purificar proteinas y otras biomoléculas (acidos nucleicos
y/o polisacéridos) a partir de mezclas complejas contenidas en un extracto, mediante el uso
de columnas cromatograficas de diversos tipos como son: filtraciéon en gel, interaccion
hidrofobica, intercambio i6nico y afinidad las cuales se conectan a un equipo automatizado
equipado con un detector de luz UV-visible (190-700 nm) en linea con hasta tres longitudes
de onda simultaneas (e.g. 280/214/254 nm), un medidor de conductividad (0.001-999.9
mS/cm), un mezclador de gradientes y un monitor de pH en linea.

filtracion de antigenos

Los dispositivos de filtrado Amicon ultra-15 de millipore proporcionan una centrifugacion
rapida, con una capacidad para factores de concentracion altos y una facil recuperacion de
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concentrado a partir de matrices de muestras complejas y diluidas. Este es un método de
diafiltracion facil y sencillo de utilizar en este caso para obtener un ultrafiltrado de
histoplasmina y proteina recombinante M.

Cuantificacion de proteinas por espectrofotometria UV (280 nm)

La cuantificacion de proteinas es la medicion de la concentracion de proteina total en una
muestra. Los aminoacidos aromaticos son responsables de la absorcion ultravioleta de la
mayoria de las proteinas, que presentan un maximo de absorcion a unos 280 nm. La
medicion de la concentracion de proteinas es necesaria para procesos que abarcan desde la
purificacion y marcaje de proteinas hasta la preparacion de muestras para electroforesis.

Objetivos

Generales:

e (apacitar y entrenarme en el disefio y desarrollo de técnicas microbioldgicas
,bioquimicas e inmunoquimicas basicas.

e (Capacitarme en la obtencion de antisueros policlonales de conejo.

e Evaluar la reactividad con anticuerpo de conejo de los distintos antigenos obtenidos.

Especificos:

e Optimizar, caracterizar y obtener preparaciones antigénicas nativas y recombinantes
de Histoplasma capsulatum para utilizar en la deteccion de anticuerpos

e Obtencion de anticuerpos policlonales en conejo

e Evaluacion de la inmunoreactividad de los distintos antigenos con los distintos
antisueros obtenidos por técnicas de inmunodifusioén

e Optimizar la absorcién a particulas de latex de 0,8 um de los distintos antigenos.
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Materiales vy Métodos

produccion de histoplasmina

La produccion del antigeno de Histoplasma capsulatum (histoplasmina) se realizé en el
Servicio de Micosis Profundas del Departamento de Micologia del Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas (INEI)-ANLIS "Dr. Carlos G. Malbran".

Obtencion de suero policlonal de conejo

Para la obtencion de anticuerpos policlonales se inmunizaron conejos con exoantigenos de
H.capsulatum, se inoculd una tUnica dosis de inmundgeno y en caso de no hallarse
anticuerpos se inoculd un refuerzo, pero con un adyuvante incompleto de Freund
(compuesto por emulsiéon de aceite en agua, donde se genera la liberacion tardia del
antigeno, lo que permite ser captados por los macrofagos).

Materiales:
Jeringas estériles. Agujas 25G, 21G Y 16G

Probetas de vidrio de 100 ml estériles

Tubos tipo Eppendorf

Drogas anestésicas ( Ketamina HCl 100mg/ml)

Cepo de inmovilizacion y de sangria

Microcentrifuga (7000 rpm)

Conejos New Zeland, son conejos sanos, libre de zoonosis y de patogenos

especificos, que deben pesar entre 2,5 y 3,5 kg

Procedimiento:
Primero se prepard el inmundgeno (emulsion de 2 ml formado por 1ml de antigeno de

cultivo liquido micelial de H.capsulatum filtrado, concentrado y estandarizado y 1 ml de
adyuvante completo de Freund). Después se inocularon los 2 ml via intradérmica con
agujas de 25G en 10 puntos del lomo resultado del animal, previamente desinfectada la
zona con alcohol 96%, luego de la inoculacion, se inyectd via intradérmica 0,5 ml de
vacuna de Bordetella pertussis con jeringa de Iml y aguja de 25G en el muslo del animal,
para estimular al sistema inmune, luego de un mes, se realiz6 la primer exploratriz en la que
se extrajo 2 ml de sangre de la vena central de la oreja del animal con aguja 21G. Se
transfirieron los 2 ml a un tubo eppendorf esteril, se centrifugd a 10.000 rpm en

20



microcentrifuga por 10 minutos, separandose el suero del coagulo, obteniéndose asi el
sobrenadante.

El sangrado a blanco del animal se llevo a cabo por puncion cardiaca, previa anestesia con
ketamina HCl 35-50 mg/kg por via intramuscular empleando aguja 25G. El animal fue
sujetado a un cepo de sangria a través de sus extremidades. Con aguja 16G conectada a un
prolongador (via de suero) que finaliza en una probeta de 100 ml estéril con tapon de
algoddén y gasa, se procedio a la puncion cardiaca colectando la sangre en la probeta hasta
que la presion sanguinea decaiga. Se procedio a colocar la probeta con la sangre obtenida
en estufa a 37°C durante 2 horas. Luego se separd el coagulo y se recupero el sobrenadante
(suero) en un tubo de vidrio con tapa a rosca estéril de 50 ml. Se realizo el control de
esterilidad del suero en el que no se observo crecimiento de ninglin organismo, por lo que
se continud con el proceso. Se procedid a centrifugar el suero durante 40 minutos a 10.000
rpm en centrifuga refrigerada, se recupero el sobrenadante y se filtr6 con membrana de 0,22
pm recolectando el filtrado en un frasco schott estéril de 50ml. Aproximadamente se
obtuvo 40ml de suero del conejo. Se agregd glicerina fenicada como conservante (5 gotitas)
y se guardo a 4°C.

Preparacion de antigenos

Histoplasmina

Se trabajé con histoplasmina obtenida previamente en el servicio. Se realizo la diafiltracion
y concentracion de la misma con dispositivos de filtrado Amicon ultra-15 de millipore
membrana de 30 KDA centrifugando con un G de 4000 y un tiempo estimado de 30 min en
buffer PBS.

FPLC de histoplasmina

Se purificod la histoplasmina por FPLC para ello se utilizaron 2 columnas de intercambio
cationico de carboximetil-sepharosa FF(CM-FF) y sulfopropyl-sepharosa XL (SP-XL)

Se proceso la histoplasmina como se describe a continuacidon: Se tomaron 2 ml de la
muestra de Histoplasmina y se llevé a 10 ml con Buffer citrato 25 mM, pH 3,50 (Buffer
A). Se procedié a precipitar componentes no deseados del exoantigeno total mediante
dilucién en 5 volumenes de una solucion 25 mM de citrato de Sodio de pH 3,2, incubando
30 minutos a temperatura ambiente. El precipitado formado se separ6 mediante
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centrifugacion y el sobrenadante se concentrd cinco veces mediante ultrafiltracion (muestra
S1). El precipitado se lavdo con 10 ml de solucion de citrato 25 mM de pH 3,2, el
precipitado se separd por centrifugacion igual que el paso anterior y el sobrenadante (S2) se
juntd con la muestra S1. El precipitado fue lavado luego con 10 ml de una solucion de
citrato 25 mM de pH 3,2 con 1 M de NaCl durante 30 minutos a temperatura ambiente y
luego se centrifugod, descartando el precipitado. Este ultimo sobrenadante (muestra S3) se
combind con las muestras S1 y S2, el volumen de la combinacion de estas muestras se
concentrd por ultrafiltracion a 2 ml y luego se diafiltr6 a volumen constante con 5
diavolumenes (500 ml) de citrato 25 mM de pH 3,2.

Purificacion de Histoplasmina por cromatografia de intercambio

Se realizaron 2 cromatografias:

1) Cromatografia en columna cationica CM-FF (carboximetil fast

flow)

Columna: Medio CM-Sefarosa Fast Flow, formato de columna: HiTrap de 1 ml de
volumen.

Buffer A: Citrato 25 mM, pH 3.5

Buffer B: Citrato 25 mM, pH 3.5, 1 M NaCl
Equipo: Akta explorer 100

Condiciones de corrida:

Se equilibré la columna con buffer A a flujo (F) de 1 ml/min, durante 10 volimenes de
columna (VC). Se inyectaron 2 VC de muestra a F=0.5 ml/min. Se lavé la columna con
buffer A por 10 VC y se eluyo en step a 50% de buffer B hasta observar pico de retenido.
Las fracciones se colectan automaticamente en el carrusel del equipo AKTA explorer, en
fracciones de 1 ml pero luego se juntaron las fracciones correspondientes al pico y al
eluido, y retorno de sefial UV a 280 nm de longitud de onda hasta linea de base. Por ultimo
se limpio la columna con 10 VC de 100 % buffer B.
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2 Cromatografia en columna cationica fuerte de
sulfopropyl-sepharosa XL

Columna: Medio SP-Sefarosa XL

formato de columna: HiTrap de 1 ml de volumen.
Buffer A: Citrato 25 mM, pH 3.5

Buffer B: Citrato 25 mM, pH 3.5, 1 M NaCl
Equipo: Akta explorer 100

Condiciones de corrida:

Se equilibré la columna con buffer A a flujo (F) de 1 ml/min, durante 10 volimenes de
columna (VC). Se inyectaron 2 VC de muestra a F=0.5 ml/min y se lavo la columna con
buffer A por 10 VC. Se eluy6 en pasos a 50% de buffer B hasta observarse pico de
retenido, donde las fracciones se colectan automaticamente en el carrusel del equipo AKTA
explorer, en fracciones de 1 ml pero luego se juntaron las fracciones correspondientes al
pico y al eluido, y retorno de sefial UV a 280 nm de longitud de onda hasta linea de base.
Se limpi6 la columna con 10 VC de 100 % buffer B.

Cuantificacion y evaluacion de antigenos

Determinacion de proteinas por espectrofotometria UV

Para la espectrofotometria se utilizd el espectrofotometro/fluorometro DeNovix serie
DS-11 (este es un espectrofotdometro UV-vis de microvolumen, util para medir la pureza y
cantidad de ADN, ARN y proteinas de una muestra de 1-2 microlitos). Para medir las
proteinas se utiliz6 a 280 nm.

SDS-PAGE

Para realizar la corrida electroforética de los antigenos por SDS-page, primero se
prepararon los geles de separacion y los geles de apilamiento (stacking). Los geles se
prepararon con una concentracion de acrilamida de 7.5% para el gel separador y 4% para el
gel apilador (ver amexo 1). Se colocaron las preparaciones entre 2 vidrios, siguiendo las
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instrucciones de manejo de CUBA DE ELECTROFORESIS Biorad Mini Protean II, en el
SDS-PAGE las muestras se diluyen en buffer muestra (12 ul de muestra +4 ul de Buffer
muestra). Buffer muestra, donde en un tubo de 15 ml se pesé 4 mg de azul de bromofenol.
En otro tubo se afiadiéo 1ml de Tris 0.5 M pH 6.8, 1.6ml de solucion de SDS 10% p/v, 4.6
ml de agua purificada y 0.8 ml de glicerina. Se homogeneizd y luego se agregd esta
solucion al tubo que contiene el azul de bromofenol. Se mezcl6 por inversion y se conservo
hasta su uso). Se sembro 15 ul por calle y se dejaron gelificar durante 40 min.

Dot blot

Procedimiento dot blot: En papel de nitrocelulosa se cortaron 6 cuadraditos o se dividieron
en 6 cuadros. Se sembraron 2 ul de Antigeno (17 histoplasmina %4, luego las muestras
obtenidas del FPLC), una vez seco se bloqueé con PBS/ Leche 5% 1 HORA a 37 grados
(60 RPM). Se Lavod con PBS 6 veces por 1 minuto. Se incub6 con antisuero de conejo
(1:50) en PBS-Leche 5% ON a 4°C o durante 1 hora a 37°C. Se lavo con PBS 6 veces por
un minuto en cada lavado. Se incubd con anticuerpo anti-inmunoglobulinas de conejo
diluido 1/2.000 PBS-LECHE 5% 1 hora a 37 2C o 2 horas a 25 °C. Otra vez lavamos con
PBS 6 veces por minuto. Se incub6 con la soluciéon de revelado de cloronaftol con 0,01%
v/v final de agua oxigenada. Se lo dejo el tiempo que fue necesario, en un area sin luz
directa, cortamos con agua (ver imagen n°4).

Sensibilizacion de las particulas de latex

Para producir el reactivo, se procedi6 a la sensibilizacion de las particulas de latex con la
histoplasmina mediante adsorcion pasiva. Los siguientes procedimientos fueron clave en
este proceso inicial:

La histoplasmina obtenida se colocd en un tubo de ultrafiltracion Amicon Millipore de 30
kDa junto con PBS y se centrifug6 a 3000 rpm durante 45 minutos. Este procedimiento se
realizd dos veces con el fin de purificar las proteinas mayores a 30 kDa, eliminando las
proteinas menores a 30 kDa y el medio de cultivo que contiene asparagina.

Se probaron 3 concentraciones de histoplasmina, 0.05; 0.02; 0.01 mg de histoplasmina/mg
de latex. La reaccion de adsorcion se realizo con una concentracion final de particulas de
latex (didmetro 0.8 um) de 5 mg/ml, teniendo en cuenta la concentracion de histoplasmina
obtenida (0.53mg/ml).

Una vez determinadas las cantidades y volimenes de histoplasmina, buffer y latex, se
procedio a preparar los reactivos. Para ello, se tomaron seis tubos Eppendorf: tres para el
buffer glicina y tres para el buffer acetato. Se agregaron los volumenes correspondientes de
histoplasmina y buffer, se homogeneiz6 inmediatamente con vortex y se afiadieron 50 pl de
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latex. Los tubos se incubaron a 37°C con agitacion durante 2 horas, invirtiendo cada uno
cada 30 minutos para evitar la sedimentacion del latex.

Reactivo de latex

Para producir el reactivo se procedié a la sensibilizacion de las particulas de latex con la
histoplasmina, histoplasmina purificada por FPLC y Proteina M recombinante, por
adsorcidn pasiva, para ello se mezclo: 1-Antigenos (la histoplasmina, antigeno purificado
por FPLC y el antigeno recombinante M), 2-Particulas de Latex y 3-Buffer (acetato pH: 4,8
o PBS pH:7,41)

Los antigenos fueron previamente cuantificados y se evalu6 la relacion mg de proteinas/mg
de latex (Valor J) entre 0.025 y 0.065. En el caso de histoplasmina e histoplasmina
purificada por FPLC se utilizo el buffer acetato que fue elegido segun estudios previos. En
el caso de la Proteina M recombinante se evaluaron dos buffer, el buffer acetato y el buffer
PBS.

Ensayos de aglutinacion

Ya listos los reactivos de latex, se procedio a realizar los primeros ensayos de aglutinacion
con el antisuero anti-histoplasmina que elaboramos, para poner a prueba dicho reactivo. En
base a estos ensayos, se evaluaron diferentes antigenos y se realizaron los ensayos de
sensibilidad analitica y evaluacion de reacciones cruzadas.

e [.aminas de fondo oscuro.

e Micropipeta p100
e Palillos o punta de tips para homogeneizar

e Agitador orbital, rango de trabajo: 100 rpm

Procedimiento general de la reaccion de aglutinacion:

En cada cuadrado de la lamina de fondo oscuro, con micropipeta, se colocaron 25 ul de
antisuero (muestra) y 25 ul de reactivo de latex, y usando palillos se homogeneizo. Se
colocd la lamina dentro de un agitador orbital a 100 rpm y se dejo durante 5 min, o hasta
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ver aglutinacion (maximo 10 min). También se pueden hacer los movimientos rotativos de
manera manual (ver imagen 6).

RESULTADOS Y DISCUSION

Produccion de antisuero anti-histoplasmina

Luego realizado todo el proceso de obtencion de antisuero y realizada su estandarizacion,
como se observa en la figura n*3, se distribuyeron equitativamente los 40 ml obtenidos de
antisuero en tubos eppendorf y se utilizé para las pruebas de DOT BLOT y aglutinacion en
latex.
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Figura n°3. Inmunizaciéon de raton con antigeno, tanto para anticuerpos monoclonales y
policlonales.

Preparacion de antigenos

A partir de la histoplasmina ya obtenida, se purifico por FPLC, para evaluar las distintas
fracciones obtenidas como candidatos de antigeno para la sensibilizacion de particulas de
latex.

Por otro lado se evalu6 un antigeno recombinante de proteina M desarrollado por el equipo
de Maria Lujan Cuestas en el Instituto de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia
Meédica (IMPaM, CONICET-UBA). Esta proteina recombinante es una proteina de fusion
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con la proteina de union a maltosa (MBP) y la proteina M. La MBP se usa para mejorar la
solubilidad de las proteinas recombinantes. Se fusion6 con la proteina diana para que pueda
purificarse en un solo paso. Los antigenos fueron cuantificados, en otro trabajo previo por
método de Lowry (basado en la utilizacion de una mezcla que tiene molibdato,tungstato y
acido fosforico, que sufre una reduccién cuando reacciona con proteinas, en presencia de
un catalizador cobre (II), que produce un compuesto con absorcion a 750 nm), y se
caracterizo por SDS PAGE, DOT BLOT.

Purificacion de proteinas por FPLC

Cromatografia en columna cationica CM-FF (carboximetil fast

flow
Como podemos observar en el grafico N°1 al eluir con NaCl (marcado con linea punteada

en el grafico) se obtiene la fraccion unida en un Unico pico.

200 4

Frente

1504 - 100

8%

I 50

Absorbancia a 280 nm (mAU)

504

Volumen (ml)

Grafico N°l-Imagen de barrido espectrofotométrico de la Cromatografia en columna
cationica CM—FF
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Cromatografia en columna cationica fuerte SP-X1,
(sulfopropyl-sepharosa X1L.)

Como podemos observar en el grafico N° 2, no se obtiene un pico definido de elucién
porque lo que se elige por rendimiento y definicion de picos es la cromatografia de
CM-FFs. Se utiliz6 la muestra denominada unido para preparar el reactivo de latex.
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o

- 25
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Volumen (ml)
Grafica N°2. Imagen de barrido espectrofotométrico de la cromatografia en columna
cationica, utilizando para el frente de corrida una condicién tal que eluyan la primer
fraccion y luego se utiliza otra condicion (NaCl-1M) donde se eluye la fraccion unida.

SDS PAGE

En la imagen N2 4 al analizar los distintos antigenos a través de la electroforesis de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. En la calle 1 se observa una banda muy
tenue perteneciente a la histoplasmina, entre el peso molecular de 130 y 95 Kda,
correspondientes a las proteinas H y M, donde se ve débilmente debido a que no hubo una
gran concentracion del conjunto de proteinas que existen en la histoplasmina. En la calle 2
no se observan bandas ya que hay una baja concentracion de proteinas de histoplasmina .En
la calle 3 se ve que hay gran cantidad de proteina, debido a que se observan bandas, estas
son pertenecientes a la histoplasmina y sus fracciones.

En la calle nimero 4 no se observan bandas, posiblemente por insuficiente cantidad de
proteinas, por ello se repitio el gel con la muestra concentrada como se muestra en la
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imagen n*5. En la calle nimero 5 se observan bandas pertenecientes al eluido de FPLC de
histoplasmina. En la calle 6, se sembro la alicuota de proteina recombinante la banda
perteneciente a la proteina M recombinante es la de aproximadamente 130 Kda (proteina M
unida a MBP). Sin embargo se observan otras bandas que pueden ser producto de
degradacion o de sintesis incompleta de la proteina. Se puede observar otra banda saturada
entre 37 y 52 KDa que corresponde a MBP (que es de 42 KDa). Estas observaciones se
concluyen junto a la informacion oral brindada por los productores de la proteina
recombinante. Ambas bandas son marcadas en rojo por el equipo de deteccion debido a que
se esta saturando el sistema es decir hay mucha cantidad de proteina en esa banda.

™ 1 2 3 1 3 L1

270-
175-
130-
95-
52-

37-
30-

16-

Imagen N°4. SDS-PAGE. PM-marcador de peso molecular, 1-histoplasmina dilucion 1/10,
2-histoplasmina dilucion 1/2, 3-histoplasmina, 4-frente de FPLC de histoplasmina, 5-eluido
de FPLC de histoplasmina y 6-proteina M recombinante.

SDS-PAGE entre el frente v eluido de FPLC

En la imagen N° 5 se observa que entre el eluido y el frente de FPLC hay una diferencia en
las primeras tres bandas, alrededor de entre 80 y 120 Kda, estas bandas podrian pertenecer
a las proteinas M y H, estas no se encuentran en el frente y si en el eluido.
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Imagen N°5 de izquierda a derecha 1-Histoplasmina, 2-FPLC frente, 3-FPLC unido,
4-marcador de peso molecular.

Dot blot de las muestras de FPLC

Se evaluaron las reacciones homdlogas con el antisuero anti histoplasmina, el antisuero anti
galactomanano de origen micelial y levaduriforme. Asi mismo evaluaron las reacciones
cruzadas de las distintas fracciones: histoplasmina; histoplasmina purificada por FPLC
tanto el frente (FPLC frente) como la muestra que es eluida con NaCl (FPLC unido) y la
histoplasmina precipitado con citrato de sodio (S1+S2+S3). Para ello se utilizaron
antisueros policlonales de conejo contra otras micosis: antisuero anti-Coccidioides
posadasii; Antisuero anti-Paracoccidioides sp.; Antisuero anti-Aspergillus fumigatus,
antisuero anti Cryptococcus neoformans. (Ver imagen N°6)

Como se puede observar en la imagen N26 los anticuerpos anti-histoplasmina tienen
reaccion cruzada con Coccidioides posadasii, y una débil reaccion cruzada con
Paracoccidioides y Aspergillus, pero no se observo reaccion cruzada con Cryptococcus.
Para el frente de FPLC dio positivo con el anticuerpo anti histoplasmina y tiene reaccion
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cruzada con Coccidioide posadasii, y Paracoccidioides, pero no hay reaccion cruzada con
Cryptococcus. Luego de la precipitacion del citrato, el sobrenadante sigue teniendo las
reacciones homologas con el antisuero anti histoplasmina, y anti galactomanano. Pero
continian las mismas reacciones cruzadas. Cuando purificamos por FPLC podemos ver que
la muestra purificada por FPLC (FPLC unida) si bien contintian las reacciones cruzadas se
observa una mayor interaccion con el antisuero homologo de Histoplasmosis y tiene
interaccion con el suero anti galactomanano, lo que podria implicar que la muestra
purificada por FPLC contenga el galactomanano.

Histoplasmina

FPLC frente

FPLC unido

S1+52+53

Imagen N°6. l-anticuerpo anti Histoplasma-; 2-antisuero anti Coccidioide posadasii, 3
anticuerpos anti Cryptococcus, 4-anticuerpo anti Galactomanano micelial, 5-anticuerpo anti
Galactomanano levaduriforme, 6-anticuerpo anti Paracoccidioides, 7-anticuerpo anti
Aspergillus, 8-control negativo (si bien en la membrana de nitrocelulosa estan los
antigenos, no contiene anticuerpos de conejo, en vez de tener el anticuerpo primario
contiene PBS-leche, pero si le agregamos el anticuerpo secundario anti conejo).

Resultados de los reactivos de latex

En la imagen N° 7 se observa en la parte izquierda una prueba de aglutinacion de latex
positiva, a diferencia del de la derecha que es negativa.
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Imagen n°7. resultados de las reacciones de los reactivos de latex

Evaluacion de las condiciones optimas de buffer de pegado de la
proteina recombinante M

Para la adsorcion de proteina M recombinante se probaron dos buffer acetato (pH:4,8) y
buffer PBS (pH:7,4). Como se observa en la tabla N°1 solo hubo aglutinacion con el suero
de conejo homdlogo cuando la adsorcidon se realiz6 a pH 7,4. Esto es coincidente ya que
nos informaron que el punto isoeléctrico de la proteina recombinante es de 7, en este pH la
proteina no tiene carga y se favorecen las interacciones hidrofobicas que son las que
intervienen en la unidn de las proteinas a las particulas de latex. Entonces se utiliza como
optimo el pH 7,4 ya que el de 4,8 no se observa aglutinacion y con el buffer 7,4 se observa
aglutinacion hasta la dilucién 1/4 del suero de conejo anti histoplasmina, utilizando el
buffer de PBS.

pH: 48 | pH 74
Suero normal - -
Buffer - -
Suero puro - 4+
conejo 1/2 - 2+
a'histo 1/4 - 1+
1/8 - +débil
1/16 - -
1/32 - -

Tabla n°1.Adsorcion de proteina M recombinante con dos pH diferentes. Resultados de

aglutinaciones con antisuero anti histoplasmina.




Ensayos de aglutinacion

Se afiadieron 25 pl de la solucidon de prueba y 25 pl de los SPLs con una pipeta sobre un
portaobjetos negro. Luego se mezclaron completamente, y el portaobjetos se incubo
durante 5 min a temperatura ambiente en un rotador ajustado a 100 rpm. Se utilizé una
escala visual de cuatro puntos que iba desde aglutinacion débil (1+) hasta aglutinacion
fuerte (4+), la cual se muestra de manera pictérica en la imagen n*8.

QOa

Imagen n8. Interpretacion de los resultados de la prueba de aglutinacion: 1- Positivo 4+
(precipitado floculante denso formado en 3 min con fondo transparente); 2- Positivo 3+
(precipitado floculante denso formado en 5 min con fondo transparente); 3- Positivo 2+
(precipitado floculante ligero formado en 5 min con fondo transparente); 4- Positivo 1+
(precipitado floculante ligero formado en 10 min con fondo transparente); 5- Negativo (sin
precipitado, fondo turbio y homogéneo)

Evaluacion de sensibilidad analitica de los distintos antigenos

Para evaluar la sensibilidad analitica se tiene en cuenta la ultima dilucién que da un
positivo mayor a 2+, segun la imagen n*8. En la tabla n22 se observa que la sensibilidad de
la Histoplasmina, el frente de FPLC y la fraccion unida nos da una dilucion al cuarto, estas
tres condiciones tienen una similar sensibilidad analitica, mientras que la proteina M
recombinante tiene una dilucion a 1/2 por lo cual nos da menor sensibilidad a comparacion
de las otras tres proteinas.

Histoplasmina Frente FPLC | Unido FPLC | Proteina M
recombinante

Suero normal de conejo - - - -

Buffer - - - -
Suero puro 4+ 4+ 4+ 4+
conejo 1/2 4+ 4+ 4+ 2+
a histo 1/4 3+ 3+ 3+ 1+

1/8 +d +d T - débil
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1/16 - -

1/32 -

Tabla n°2. Evaluacion de la sensibilidad analitica de Histoplasmina ,el frente de FPLC,
unido de FPLC y proteina M recombinante.

Evaluacion de reacciones cruzadas de los distintos antigenos

En la tabla N° 3 se observa que en la fraccion de suero de conejo anti-Coccidioides hay una
alta reaccion cruzada con la histoplasmina, debido a que la la histoplasmina, contiene una
mezcla de antigenos glicoproteicos (como H y M) que comparten epitopes de carbohidratos
con otros patdgenos fungicos, lo que genera reactividad cruzada debido a determinantes
antigénicos comunes (Zancopé-Oliveira et al., 1994), y en los demas antigenos del frente de
FPLC, unido de FPLC y proteina M recombinante no se observa reaccion cruzada con el
suero de conejo anti-Coccidioides, Esta falta de reactividad se justifica por la mayor pureza
de estos antigenos. Tampoco hay reaccidon cruzada con Paracoccidioides, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger y Aspergillus flavus, 10 mismo ocurre para el frente y unido de
FPLC y para la proteina M recombinante en la fraccion pura, esta observacion se justifica
por la baja homologia antigénica entre H. capsulatum y estos patdgenos (Paracoccidioides
brasiliensis, especies de Aspergillus). También no se observa en el frente de FPLC y unido
de FPLC para C.neoformans 'y Aspergillus fumigatus reaccion cruzada, radica en la
selectividad de la cromatografia FPLC, que retiene proteinas especificas y desecha otras.

histoplasmina | Fre | Unido | protein
) nte FP aM
FP LC | recomb
LC inante
Suero pull/| 1/ 1/ | pur | Puro Puro
|2 ]14]8 0
Suero conejo 41414
anti-Coccidioides + |+ ]+ | i i

Suero conejo anti-
Paracoccidioides

Suero conejo
anti-Aspergillus
fumigatus

Suero conejo anti-
Aspergillus niger
(2017/5)

Suero conejo anti-
Aspergilus flavus
(lote 2019/2)

Suero conejo anti
C.neoformans
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Suero conejo
anti-Aspergilus - -
fumigatus (2018/2)

Tabla n°3 .Se evaluo las reacciones cruzadas de Histoplasmina ,el frente de FPLC, unido de
FPLC y proteina M recombinante frente a sueros de conejo inmunizados con antigenos
micoticos.

Conclusiones

En este trabajo se evaluaron distintas preparaciones antigénicas nativas y
recombinantes de Histoplasma capsulatum para utilizar en la deteccion de anticuerpos
para evaluar las distintas fracciones obtenidas como candidatos de antigeno para la
sensibilizacion de particulas de latex. Por un lado se purifico histoplasmina por FPLC
para la evaluacion de las distintas fracciones obtenidas como candidatos de antigeno para
la sensibilizacion de particulas de latex. En el FPLC se eligidé la cromatografia en
columna cationica CM-FF (carboximetil fast flow) porque nos di6 un pico mas definido
que la cromatografia en columna catiénica fuente SP-XL (sulfopropyl-sepharosa XL). Al
analizar las fracciones obtenidas del FPLC por SDS-PAGE pudimos observar la presencia
de bandas que por su PM (entre 60-110) podrian corresponder a la proteina M y H, aunque
estan impurificadas junto con otras proteinas de menor PM (ver Imagen N°4). En la
fraccion del frente no estan esas bandas que podrian corresponder a la proteina H y M, por
otro lado se recibid proteina M recombinante del equipo de Maria Lujan Cuestas en el
Instituto de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica (IMPaM,
CONICET-UBA), para ello se fusion6é con el MBP la proteina diana para que pueda
purificarse. Ademas los antigenos fueron evaluados y cuantificados por SDS PAGE, DOT
BLOT. En cuanto a la evaluacion de la inmunoreactividad se evalud las reacciones
homologas y heterodlogas de los distintos antigenos para ello se utilizaron distintos
antisueros. Los antisueros que se utilizaron para evaluar las reacciones homdlogas fueron
anti histoplasmina (obtenidos con la inmunizacion de histoplasmina) y anti
galactomanano (obtenidos por la inmunizacion de galactomanano purificado a partir de la
histoplasmina). Para evaluar las reacciones heterdlogas se utilizaron los antisueros de
Coccidioide posadasii, Cryptococcus, Paracoccidioides y Aspergillus. Se presentaron
reacciones cruzadas con todos los antisueros ensayados excepto Cryptococcus. Al evaluar
las muestras purificadas por FPLC, se observan en todas las muestras Histoplasmina, el
FPLC unido, frente y en la fraccion del citrato, luego de la precipitacion de este ultimo, el
sobrenadante sigue teniendo las reacciones homoélogas con el antisuero anti histoplasmina,
y anti galactomanano. Cuando purificamos por FPLC podemos observar que la muestra
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purificada por FPLC unido contintian las reacciones cruzadas y se observa una mayor
interaccion con el antisuero homoélogo de Histoplasmosis y tiene interaccion con el suero
anti galactomanano, lo que podria decirnos que la muestra purificada por FPLC contenga
el galactomanano, que podria estar implicado en las reacciones cruzadas con otras
micosis.

El pH de histoplasmina ya se habia definido (Leguizamon Camila Daiana. 2023.
“Desarrollo de un reactivo para la deteccion de anticuerpos anti-Histoplasma Capsulatum,
por aglutinacion con particulas de latex”. UNAJ.), dado a los resultados de aglutinacion a
pH 4,8 en buffer acetato que es la condicion 6ptima para la sensibilizacion de las particulas
de latex, por lo cual usando el buffer con este pH se favorece la adsorcion pasiva. En
cuanto a la evaluacidon de las condiciones Optimas de buffer de pegado de la proteina
recombinante M solo se observa que solo hubo aglutinacion con el suero de conejo
homologo cuando la adsorcion se realizé a pH 7,4. Sin embargo la sensibilidad del reactivo
con el antigeno recombinante es menor que las demas muestras.

En la evaluacion de reacciones cruzadas de los distintos antigenos pegados a
particulas de latex no se observan reacciones cruzadas en la mayoria de las fracciones tanto
unido FPLC y frente FPLC, inclusive la proteina M recombinante, a diferencia de la
histoplasmina quien si presento reacciones cruzadas, pero solamente con el Suero de conejo
anti-Coccidioides. En la imagen N°4 y la tabla N°3 se observa como hay una gran reaccion
cruzada con la histoplasmina y el suero anti Coccidioides, lo que confirma lo dicho
anteriormente. La diferencia observada en cuanto a las reacciones cruzadas entre latex y dot
blot se debe a que el dot blot es mas sensible, por lo cual es posible que no llegue a detectar
esa reaccion cruzada.

Si bien los resultados son prometedores al utilizar la histoplasmina o la fraccion
purificada por FPLC como antigeno adsorbido a particulas de latex, es importante evaluar
la sensibilidad y especificidad diagndstica con muestras clinicas. Ya que solo se probaron
sueros de conejos inmunizados con los antigenos, pero la respuesta inmune a una infeccion
en humanos puede ser muy diferente.

Se evaluaron diversos antigenos de Histoplasma capsulatum (histoplasmina,
galactomanano, proteina M recombinante y fracciones purificadas por FPLC, como el
frente y el unido). La histoplasmina, obtenida del sobrenadante de cultivo micelial,
demostré una alta sensibilidad analitica, sin embargo, presenta una desventaja significativa
en términos de especificidad, ya que exhibe una fuerte reaccion cruzada con antisueros
contra Coccidioides posadasii, 1o que podria generar falsos positivos en pacientes con otras
micosis endémicas. Las fracciones purificadas por FPLC (frente y unido) mostraron una
sensibilidad analitica comparable a la histoplasmina, con la ventaja adicional de una mayor
pureza y menor reactividad cruzada, mas en la fraccion unida que en el frente. Donde no se
observaron reacciones cruzadas significativas con antisueros contra Paracoccidioides sp.,
Aspergillus spp. o Cryptococcus neoformans, lo que mejora su especificidad diagnodstica.
La proteina M recombinante, producida en sistemas de expresion heterdloga, presentd una
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sensibilidad analitica inferior, lo que la hace menos efectiva para detectar anticuerpos en

concentraciones bajas.

ANEXO

Gel de separacion y siembra de SDS-page:

se prepar6 gel de separacion de acrilamida 7,5 %:

Agua destilada 4,8ml

Tris-HCL 1,5M de pH 8,8:2,5 ml

SDS 10% p/v: 100 ul

Solucion de acrilamida 30% p/v / bis acrilamida 0,7% p/v: 2,5 ml
APS 10% p/v: 50 ul

TEMED: 5 ul

PBS-leche 5 %

50 ml de PBS + 2,5 g de leche

Solucion de 4 cloro 1 naftol (50 ml)1X

50 mM TRIS 121 g/mol * 50 mM/1000 * 0.05 L =0.3025 g

0,2 M NACL= 58.5 g/mol * 0.2M *0.05 L=0.585 g

Mezclar 20ml de metanol, helado, con 60mg de 4-cloro-1-naftol (4CN)

Por separado mezcle 60 ul de H202 al 30 % con 100ml de TBS a temperatura ambiente

Réapidamente mezcle las dos soluciones y uselas inmediatamente.

Revelador 5.88x (Cloronaftol en Metanol)

Cloronaftol = 178,62 g/mol * 0.02 L* 0.48 mM/1000 *5.88 (2.82 Mm) =0.01 g

Guardar en freezer -20 °c.
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Al momento de usar, Diluir el cloronaftol 5,88X para llevar el metanol a 17%. 2,550 ml +
12.450 ml de Tris 50 Mm con Nacl 0,2M a Ph 7,6

Agregar 1% final de agua oxigenada

El buffer acetato con pH 4,8 (buffer acetato, NaCl 0,15M, pH 4.8: primero se pesaron 246
mg de acetato de sodio y 88 mg de NaCl 0,15M, luego se afiadiéo 40ml de acido acético 1N

y se llevo a 100ml con agua purificada. Se ajustd el pH con acético 1N hasta llegar al pH
deseado,4.8.
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