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SUMARIO

Se describen los procedimientos de purificacién empleados para la separacion
de las fracciones antigénicas a partir de un material somdtico obtenido por ro-
tura de células levaduras completas de P. brasiliensis. Dichas fracciones mostra-
ron ser proteinas con pesos moleculares de 66 y 85 Kd; la primera de ellas
reaccioné con sueros especificos produciendo una banda de precipitado idéntica
& una de las 3 desarrolladas por el antigeno total.

Los resultados sefialan la posibilidad de obtener antigenos purificados, qui-
micamente identificados y cuyo uso pudiera, en el futuro, representar ventajas
para el diagndstico serolégico de la paracoccidioidomicosis, permitiendo separar,
repetidamente, solo aquel componente reconocidamente activo.

INTRODUGCION

El empleo de pruebas seroldgicas para el
diagndstico de la paracoccidioidomicosis ha re-
cibido gran impulso en los ultimos afios, en
gran parte debido a la posibilidad de producir
antigenos reactivos 3,7.9,10,11,14,15,16,17. Sinembar-
go, la gran mayoria de tales antigenos son
mezclas complejas que no estdn caracterizadas
plenamente y que presentan comunidad antigé-
nica con otros de los agentes causales de las
micosis sistémicas, lo cual lleva a reacciones
cruzadas 1.14,16,18.  Igualmente, un buen nume-
ro de los antigenos empleados son predominan-
temente de composicién polisacdrida3?. Kl
presente estudio explora la posibilidad de ob-
tener antigenos reactivos de naturaleza protéica,
susceptibles de purificacién y caracterizacidén
bioquimica, de manera de obtener fracciones
mejor caracterizadas y posiblemente, mas es-
pecificas.

MATERIALES Y METODOS

P. brasiliensis y Condiciones de Cultivo

Se utilizé la cepa B339 la cual habia de-
mostrado previamente una adecuada antige-
nicidad ®. Inicialmente se hicieron 3 pases se-
riados de la fase levadura a tubos con el me-
dio sintético modificado de McVeigh y Moxr-
ton (SMM-M) (12), a 36°C y por 5 dias hasta
obtener un crecimiento suave y abundante; és-
te sirvié para inocular un Erlenmeyer con 150
ml de SMM-M liquido, el cual se incubaba a la
misma temperatura del medio sélido pero con
agitacidn constante a 130 rpm 7y por 3 dias
consecutivos. Este era el cultivo madre. Una
vez comprobada la ausencia de contaminacion
por microscopia y con el objeto de obtener una
buena cantidad de células, se tomaban alicuo-
tas de 10 ml cada una de las cuales servia pa-
ra inocular 5 recipientes tipo Erlenmeyer cada
uno con 250 ml del SMM-M liquido. Los culti-
vos anteriores se incubaban en iguales condi-
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ciones al cultivo madre pero por un periodo
mds prolongado, 10 dias. Al cabo de este tiem-
po, se comprobaba microscépicamente el as-
pecto de las células y la ausencia de conta-
minacién; en aquellos cultivos con crecimien-
to 6ptimo se determinaba la viabilidad de las
células levaduriformes por técnicas de fluores-
cencia 3. Si la viabilidad era mayor del 85%,
se procedia a la preparacion del antigeno.

Preparacion del Antigeno Soméitico

Los cultivos que reunian las anteriores con-
diciones se mezclaban centrifugandose (600 x
g) a 4°C por 30 minutos. Las células levaduras
empacadas eran luego lavadas repetidamen-
te (5 veces), con solucién tampdn de fosfatos
pH 7.2. Al término de esta operacion, las cé-
lulas eran suspendidas 1:5 en solucién tampdn
fresca, adiciondndose, en este momento, un
reactivo para impedir la degradacién de las
proteinas, el fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF)
(Sigma, Chemical Co.) a una concentracién de
10 mM?2. La rotura de las células se efectud
por medio de ultrasonido (Branson Sonifier,
Modelo 185, Danbury, Con. USA). Para evitar
el calentamiento que pudiera alterar las pro-
teinas citopldsmicas, se utilizé una micropun-
ta y vasos enfriadores (rosette cooling cells).
La rotura del 90% de las células tomaba 30 mi-
nutos y se determinaba por observacién mi-
croscopica. Se tuvo especial precaucion en
mantener siempre el vaso en bafio de hielo.
Una vez terminado el proceso de rotura, la
suspension era centrifugada (600 x g.,: 30 minu-
tos, 4°C) para separar las paredes celulares del
material somdtico soluble. Este ultimo se se-
paraba, se preservaba nuevamente con el PMSF
(igual molaridad), liofilizdndose en pequefias
porciones (5-10 ml) y conservdndose en el con-
gelador (menos 20°C) hasta el momento de su
uso.

Determinaciéon de la Actividad Seroldgica

La actividad seroldgica del antigeno total
fue verificada por las técnicas de inmunodi-
fusién en gel de agar (IDGA), frente a tres
sueros de pacientes con paracoccidioidomicosis
comprobada, de acuerdo a lo anteriormente
descrito 89,19, Solo si el antigeno total se revela-
ba activo y producia bandas de precipitado,

se verificaban los estudios tendientes a la ob-
tencién de fracciones.

Determinacion del Contenido Protéico

Se deferminé la concentracion de proteinas
en el antigeno total por el método de LOWRY 4,
utilizando albumina sérica bovina como estan-
dar. Ensayos preliminares revelaron que solo
los antigenos que contenian por lo menos 1.0
mg/ml de proteinas, eran serolégicamente
activos.

Fraccionamiento del Antigeno Total

Con el objeto de trabajar directamente con
las fracciones que tuvieren actividad serold-
gica definida, el antigeno total se enfrentd ini-
cialmente a un suero reactivo conocido (pro-
cedente de un enfermo con paracoccidioidomi-
cosis), en la prueba de IDGA. Como era ne-
cesario obtener una cantidad apreciable de pre-
cipitado, la reaccién se verificé en placas de
vidrio de 20 x 30 cms., utilizando un sistema de
surcos paralelos y continuos en lugar de pozos
individuales. Cada surco recibia 0.5 ml de uno
de los 2 reactivos; el sistema se dejo ‘incubar
por 48 horas, manteniendo la placa en cdmara
hiimeda a 22°C. Al cabo de este tiempo, for-
madas ya las bandas de precipitado, la placa
era lavada en solucién salina al 0.85%, a 4°C
por 48 horas, renovando la solucién de lavado
cada 810 horas. Posteriormente, el gel de
agar era macerado suavemente en mortero y
resuspendido al doble de su volimen en solu-
cién tampdn de fosfatos pH 7.2, adicionada de
0.2 mM de glicina de manera de romper la
unién antigeno-anticuerpo pero sin alterar la
reactividad del primero4. En esta solucién se
dejaba por 12 horas a 4°C; pasando luego el
macerado por papel de filtro de poro amplio
para retener el gel y conseguir en solucién las
fracciones antigénicas y los anticuerpos, los
que se separaban, posteriormente, por filtracion
en columna.

Filtracién por Columna con Gel

Se utilizé una columna de 40 cms de lon-
gitud y 2 cms de didmetro, la cual se empacd
con Sephadex G-100 (Pharmacia Fine Chemi-
cals) y se calibré previamente con el tampon
de corrida. Se aplicé un volumen de 2 ml de
la solucién obtenida como se indicé anterior-
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mente, instaldndose el flujo a una velocidad de
0.5 ml/minuto. Se recogieron fracciones de
10.0 ml y se escogieron para estudio posterior
aquellas que, al ser examinadas espectrofoto-
métricamente a 280 nm mostraban tener mayor
absorcion.

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida

El procedimiento empleado fue el descrito
por LAEMLIS, el cual utiliza electroforesis dis-
continua en un gel de poliacrilamida con sul-
fato dodecil sédico (SDS-PAGE) y utilizando
un gradiente de concentracién de 5-15%; como
tampdn de corrida se usé una solucién de tris-
borico 0.1 M, siendo la intensidad de la cor-
riente de 0.015 mA/cm? de gel. Después de la
corrida, la cual duraba 4 horas, el gel fue fija-
do con acido tricloroacético al 12% por un pe-
riodo de 12 horas. La tincién se efectud con
platad y azul brillante de Coomasie (Eastman
Kodak, New York). El SDSPAGE se efectud
paralelamente para el antigeno total, las varias
fracciones obtenidas por filtracién en columna
v dos tipos de controles, consistentes uno de
ellos en soluciones patrones de proteinas con
peso molecular conocido. (Marcadores de peso
molecular para PAGE-SDS, Sigma Chemical
Co.) y el otro, en suero humano total.

RESULTADOS

La Fig. 1 ilustra el perfil de los componen-
tes separados por filtracién en columna. Se
observa la presencia de varios picos correspon-
dientes a fracciones protéicas de peso molecu-
lar diferente. El1 conjunto de picos mayores
corresponde a las inmunoglobulinas del suero
humano mientras que los dos restantes (pe-
sos moleculares de 85 y 66 Kd), representan
antigenos del P. brasiliensis.

- El método de PAGE-SDS (Fig. 2) mostré
gran nimero de bandas con el antigeno total,
dos de las cuales ocupaban posiciones idén-
ticas a las producidas por las fracciones pre-
viamente purificadas por columna. El suero
humano, por su parte, presenté también ban-
das multiples, una de las cuales mostraba po-
sicién similar a la ocupada por la restante frac-
cion purificada.

Las fracciones antigénicas fueron concen-
tradas por liofilizacién y reconstituidas al 1:10
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de su volimen original para su empleo en la
prueba de IDGA. Una de ellas, la correspon-
diente a 66 Kd, produjo una banda de precipi-
tado nitida frente a sueros controles, proce-
dentes de 3 diferentes pacientes con paracocci-
dioidomicosis. Esta banda fue idéntica a una
de las 3 producidas por el antigeno citoplasmi-
co total.

DISCUSION

El presente trabajo se acerca a la defini-
cion de los antigenos del P. brasiliensis en va-
rias formas. Inicialmente, se trata de reempla-
zar los antigenos- metabdlicos, empleados fre-
cuentemente en la practica 7.9.16 por productos
derivados de la célula levadura misma. Este
cambio pudiera rrgsultar €n una mayor repro-
ducibilidad de los antigenos, puesto que se em-
plean componentes del hongo mismo ¥ no sus
metabolitos.

En segundo lugar, se concentra, la atencién
en las fracciones protéicas cuando, en la prac-
tica, los antigenos de naturaleza polisacdrida
han sido més utilizados 3?. Es probable que la
fragilidad de las fracciones protéicas haya in-
clinado la balanza a favor de los polisacdridos,
los cuales son bastante mds estables. Sin em-
bargo, el uso de sustancias como el PMSF que
inhiben la degradacién enzimdtica de las pro-
teinas, hace posible la preservacién de los anti-
genos correspondientes2. Al respecto vale la
pena anotar que a menos que la mezcla cito-
plismica sea rapidamente preservada -con el
PMSF, el antigeno va a perder su actividad aun
si se lo liofiliza y se lo guarda en el conge-
lador.

El tercer punto que se estudia en el tra-
bajo, es el fraccionamiento de un antigeno com-
plejo de manera de conseguir elementos purifi-
cados y definidos. Aunque preliminares, los re-
sultados revelan la posibilidad de estandarizar
fracciones quimicamente reconocibles y sero-
l6gicamente activas, a partir de mezclas anti-
génicas complejas. El P. brasiliensis posee un
verdadero mosaico antigénico 116,18, Ademds,
muchos de los antigenos expresados por el
hongo son similares a los producidos por otros
agentes micéticos, 1o que lleva a reacciones cru-
zadas de importancia .

Una de las dificultades que suelen presen-
tarse en la prictica seroldgica, es la gran va-
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nos producides por un mismo investigador. Aun
sigulendo cuidadosamente los varios pasos del
procesc de obtencldn del antigeno, (empleo de
la misma cepa, del mismo medio de cultive y
dit fguales condiclones de incubacidn), la wa-
riacidn entre lote v lote es considerable Y, So-
lamente la separacidn de antigenos definidos
gquimicamente caracterizados obviaria este pro-
blema,

Hemoes intentado prepavar y caracterfzar al
menos uno de los multiples componentes anti-

geénicos del P. brasiliensis, el gque pudiera re-
zultar Gtil en la busgueda de productos estan-
darizados y reproducibles, En efecto, Ia frac-
clon de 66 Kd se muestra como promisoria,

Al presente, se adelantan estodios tendien
tes a la obtencidn de cantidades adecuadas de
tal fraccldn que permitan determinar su sen-
sibilidad y especificidad como antigeno inde-
pendiente, Al mismo tiempo, se trabaja en la
identificacion bioguimica de esta fraccion pro-
téica.
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Fig. 2 — Perfil cromatogrifico de las fracciones del P. brasiliensis

SUMMARY
Purification of somatic antigens from Paracoc-
cidioides brasiliensis. Preliminary study

We describe the procedures followed to pu-
rify antigenic fractions from P. brasiliensis so-
nicated whole yeast cells. By means of the
agar gel immunodiffusion test, antigen-antibody
complexes were allowed to produce precipi-
tin lines; these were further separated, eluated
and two antibody-free antigenic fractions were
further purified by column chromatography
and polyacrilamyde gel electrophoreses. These
fractions proved to be proteins with molecular
weights of 66 and 85 kd; the former reacted
with specific antisera and produced a precipitin
line identical to one of the three formed by
the total antigen.

Results indicate that it would feasible to
obtain purified, chemically characterized anti-
gens. These could, in the future, bring impro-
vement in ‘the serologic diagnosis of paracocci-
dioidomycosis as only those specific compo-
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nents of known serologic reactivity would be
employed.
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