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ANTICUERPOS PRECIPITANTES ESPECIFICOS DE LA BLASTOMICOSIS
SUDAMERICANA REVELADOS POR INMUNOELECTROFORESIS

Luis A. YarzapaL (1)

RESUMEN

Se aplico la inmunoelectroforesis al estudio de los anticuerpos precipitantes
en muestras de suero de 20 pacientes de blastomicosis sudamericana, empleando
como antigeno un preparado “mixto”, mezcla de fracciones “celulares” y “meta-
bélicas” de la fase miceliana de P. brasiliensis.

Diecinueve enfermos’ demonstraron poseer precipitinas contra el hongo, origi-
nando entre 1 y 13 arcos de precipiiacién.

La superposicién de todos los inmunoelectroforegramas permitié individualizar
20 fracciones antigénicas en los extractos empleados.

Una de ellas, caracterizada por migrar hacia el catodo, revelé el anticuerpo

correspondiente en todos los casos positivos, formando con él un arco mayor de los
diagramas, que ha sido denominado provisoriamente arco E. Este sistema preci-
pitante no se formé cuando empleamos antigenos heterdlogos, ni en el grupo de
enfermos de histoplasmosis. La doble difusién en gel de agarosa fue positiva en
los mismos enfermos, generando de 1 a 12 bandas de precipitacién. Ambas prue-

bas mostraron que un nimero apreciable de enfermos de blastomicosis sudameri-

cana tiene anticuerpos contra H. capsulatum y B. dermatitidis. Cuatro entre 5
enfermos de histoplasmosis formaron sistemas precipitantes ante antigeno “‘mixtc”
de P. brasiliensis.  Tres de estos pacientes tenian también precipitinas contra B.
dermatitidis.

INTRODUCCION

El analisis inmunoelectroforético ha sido
aplicado exitosamente al estudio inmunolé-
gico de maltiples micosis.

Su introduccién en la Micologia ha per-
mitido realizar el anélisis estructural de di-
versos antigenos fungicos (BiGUeT & col. ?);
identificar el equipamiento enzimatico de
extractos antigénicos de varias especies de
hongos patégenos para el hombre (Tran
vaN Ky & col.*2; BIGUET & col.%); y de-
‘terminar la importancia de los anticuerpos
precipitantes en el diagnéstico de la asper-
gilosis (Bicuer & col.?; LoncBorTOM &
Pepys®); y la histoplasmosis (BIicuer &
col. #},

(1) Laboratorio de Inmunologia Parasitaria
M.S.P. —:'Colonia Saint-Bois
Casilla de Correo 1737
Montevideo, Uruguay
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En lo que se refiere a la blastomicosis su-
damericana, la técnica aim no ha sido apli-
cada de manera exhaustiva; pero los datos
fragmentarios hasta ahora disponibles, nos
hacen pensar que aportara informacién de
relevante interés sobre la inmunologia de
esta enfermedad. ‘

En efecto, Ferri®, Fava NETTO °, LAacAz
& col.”, y particularmente RESTREPO ™,
han -destacado el interés de las pruebas se-
rolégicas que ponen en evidencia anticuer-
pos precipitantes, demostrando que maés del
809% de los casos activos estudiados poseian
precipitinas detectables por las diferentes
reacciones empleadas. La prueba de doble
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difusién en gel de agar utilizada por Res-
TREPO ™ probo ademis poseer alta especifi-
cidad, cualidad imprescindible para toda
prueba de importancia diagnéstica.

Por otra parte Lacaz & col.” y NEGro-
N1°, han referido el hallazgo de precipiti-
nas, mediante el anilisis inmunoelectroforé-
tico, en sueros de enfermos de blastomicosis
sudamericana, ainque no dedican mayores
consideraciones a sus resultados.

Estas observaciones nos han inducido a
programar diversas experiencias orientadas
a determinar la composicién teérica de ex-
tractos antigénicos de Paracoccidioides bra-
siliensis; el orden de aparicién de los anti-
cuerpos precipitantes en la blastomicosis su-
damericana experimental; y las caracteris-
ticas fundamentales de las precipitinas ela-
- boradas en la enfermedad humana.

En esta comunicacién inicial nos propo-
nemos analizar los resultados obtenidos apli-
cando la inmunoelectroforesis al estudio de
20 casos humanos de blastomicosis sudame-
ricana, confrontando esos hallazgos con los
proporcionados por la técnica de doble di-
fusién en gel de agarosa.

MATERIALES Y METODOS

1) Antigenos — Para preparar nues-
tros antigenos empleamos las cepas THM 891
e IHM 1437 de P. brasiliensis; la ITHM 1523
de Histoplasma capsulatum; y la No. 120
de Blastomyces dermatitidis, conservada en
el Laboratorio de Parasitologia de la Fa-
cultad de Medicina y Farmacia de Lille.

La cepa IHM 891 fue inicialmente cla-
sificada como Glenosporella lobot, pero ARr-
TAGAVEYTIA-ALLENDE & MONTEMAYOR* de-
mostraron que se trataba de P. brasiliensis,
baséndose en sus caracteres morfoldgicos y
biolégicos. La hemos incluido en nuestro
trabajo porque estudios previos, realizados
con S. ANDRIEU en el Laboratorio del Prof.
J. BiGUET, nos han demostrado que posee
una antigenicidad remarcable.

Para enriquecer los extractos de P. bra-
siliensis transplantamos conjuntamente tro-
zos de cultivos de 7 dias de la fase filamen-
tosa de ambas cepas, obtenidos en agar Sa-
bouraud a 28-30°C, a frascos de 500 ml
conteniendo cada uno 100 ml de caldo Sa-
bouraud, incubdndolos a 28-30°C durante

3 meses. Finalizado ese periodo separa-
mos el micelio del medio de cultive median-
te filtracién, preparando entonces 3 tipos de
antigenos: a) “bruto”; b) “celular” y c)
“metabélico”.

1.1 Antigeno “bruto” — Separamos 50
gm de micelio y lo lavamos 3 veces con agua
destilada, secindolo luego cuidadosamente
entre varias hojas de papel de filtro. Pos-
teriormente agregamos 25 ml de Cl Na
0.018 M, y lo trituramos mecanicamente a
17.000 rpm durante 1 hora. Liofilizamos
la pasta asi obtenida, denominando al pro-
ducto seco, antigeno ‘“‘bruto”,

1.2 Antigeno “celular” — Rediluimos
el antigeno “bruto” en Cl Na 0.018 M, so-
metiéndolo luego a la acciéon de sucesivas
congelaciones y descongelaciones, y a tritu-
racién en mortero de porcelana.

Después de 24 hs centrifugamos la sus-
pensién resultante (10.000 rpm durante 1
hora)}, sometiendo el sobrenadante a nueva
centrifugacién (20.000 rpm durante 1 ho-
ra). Luego dializamos este segundo sobre-
nadante durante 48 horas contra agua des-
tilada, liofilizando la solucién dializada. El
producto seco obtenido, constituy6 el anti-
geno “celular”.

1.3 Antigeno “megabdlico” — Dializa-
mos el medio de cultivo anteriormente sepa-.
rado del micelio, durante 12 horas contra
agua corriente, y durante 48 horas contra
agua destilada. Al cabo de ese tiempo lio-
filizamos la solucién originandose el anti-
geno “metabdlico”.

El preparado antigénico empleado en to-
das las pruebas efectuadas en este trabajo
fue una mezcla de partes iguales de antige-
no “celular” y antigeno “metabdlico”, a la
que denominamos antigeno “mixto”.

El procedimiento seguido con las cepas
de H. capsulatum y B. dermatitidis fue en-
teramente similar al empleado con P. brasi-
liensis.

2) Sueros — Utilizamos muestras de
sueros . de 185 individuos: 50 donantes de
sangre considerados normales, 50 enfermos
de hidatidosis, 50 tuberculosis, 20 pacientes
de blastomicosis sudamericana, 10 portado-
res de aspergilosis del aparato respiratorio,
y 5 afectados por histoplasmosis.
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Fig, 1 — Representacion esquematicn de los arcos de precipitacion formados Por 105 SUeros
de pacientes de blastomicosiz sudamerleana, frente a antigeno “mixto” de P, brosilensis

Fig. 2 — Inmuncelectroforesis del suero no. 2748 Se apreclan eon mayor nitidez

los mreos A, E I, O v P, El arco A se ohserva también ante el

metabdlico de H. cepsulelum

antigeno

Las muestras correspondientes a 13 de los
casos  de bBlastomicosis  sudamericana, nos
fueron  proporcionadas por el Prof. AL T.
Lowpero, las 7 restantes fueron extraidas
de enfermos estudiades en nuestro Labora-
torio a partic de 1994, Todos los enfermos
tenian lesiones activas en el momento de la
extraceiin de la sangre,

Los sueros fueron conservados o -20°0,
sin sustancia preservativa, hasta el momen-
te de su empleo, v concentrados por 3 en
momento, mediante  Hofilizacidn,  Los
enlrentamos sin inaetivar a2 una 2olucion de
200 mg/ml de los extractos antigénicos
“mixtos” de P, brasiliensis, . capsulatum
v B, dermatitidis.

e

31 Térnicas inmunologicas

3.1 Doble difusion — Fue realizada de
acuerdo con la metodologia propuesta por
OucHTERLONY ', debiendo  sefialar  como
unica variante, el emples de agarosa como
soporte,

3.2 [Inmunoelectroforesis —  Empleamos
la técnica recomendada por Brover & col. 3

az23

Las liminas median 10.5 x 5.5 cm, y la
duracion de la corrida  electroforética fue
de 5 hs 30,

3.3 Coloracion — Para revelar las ban-
das y los arcos de precipitacion recurrimos
al métade de Amidoschware,

RESULTADOS

1. Doble dijusion

1.1 Pacientes
TLETLCE —
ron origen
a antigeno
ron  poseer

con Blastomicosis  suda-
Diecinueve de los 20 casos die-
a handas de precipitacion [rente
de P. brasifiensis: 16 demostra-
anlicuerpos precipitantes  contra
el extracto de H. capsulatwm; v 15 dieron
reacciones  positivas  ante B dermatitidis
{ Cuadro [},

Aunque el nimero de bandas de precipi-
tacion siempre fue mayor frente al antige-
no homdilogo, creemos importante  destacar
que la reaccidn de doble difusion no nos
permilit, en la mayoria de los casos, lor-
mular un diagnéstico  inmunologico entera-
menle seguro, debido a la importancia de
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CUADRO I

Resultados de la doble difusién en 20 casos de
blastomicosis sudamericana

tum; 4 reaccionaron conira P. brasiliensts
y 3 de éstos contenian, ademas, precipitinas
contra B. dermaititidis (Cuadro II).

# Muestras enviadas por el Prof. A, T. Londero

las reacciones cruzadas, y a que no pudi-
mos identificar bandas especificas con este
método.

Después de la coloracién aparecieron, en
algunas ldminas, bandas de precipitacion
que no resultaban evidentes en las laminas
frescas.

El nimero de anticuerpos precipitantes
revelados por el antigeno de P. brasiliensis
varié entre 1 y 12; B. dermatitidis y H.
capsulatum pusieron de manifiesto de 1 a
5 precipitinas en el grupo de enfermos cor-
respondiente.

En los casos que generaron reacciones
cruzadas, las bandas mas cercanas al depé-
sito del suero correspondian a reacciones
de identidad total, demostrando la presen-
cia de facciones antigénicas comunes a las
3 especies de hongos.

1.2 Pacientes con histoplasmosis — Los
5 enfermos de este grupo demostraron poseer
anticuerpos precipitantes contra H. capsula-

Numero de bandas reveladas CUA DRO II

Sueros por los antigenos de

e —— Resultados de la doble difusién en 5 casos huma-

P. brasiliensis I B. dermatitidis !H . capsulatum nos de histoplasmosis

|
r
* i Niumero de bandas reveladas

2180 v 0 ‘ 0 0 por los antigenos de
2340 4 0 2 Sueros
2449 * 5 4 3 ,
2488 ¢ | 1 0" 0 H. capsulatum | B. dermatitidis | P. brasiliensis
2592 * 4 3 1 . i
2534 * 3 1 1 !
2505 ¢ 4 2 5 64.009 4 0 0
2571 * 2 0 0 64.048 5 1 ; 1
2703 * 1 ; 0 0 64.085 6 1 \ 1
2744 % | 8 ; 3 4
2748 * | 9 } 3 3 64.103 5 0 1
2778 * | 7 i 2 1 70.354 7 1 2
2783 * 3 [ 2 2
54036 8 1 4 4
67007 9 l 4 3 . .
67141 12 | 5 5 El nimero de anticuerpos revelados, va-
68125 8 3 4 ri6 entre 4 y 7, frente al antigeno homélo-
70185 7 ! 4 3 go; entre 1 y 2 frente a P. brasiliensis; y
;83;2 ,? l 2 i no pasé de 1 banda ante B. dermatitidis.

1.3 Pactentes con oiras afecciones e in-
dividuos normales — En el grupo de sueros
extraidos de donantes de sangre, enfermos
de hidatidosis, tuberculosos y portadores de
aspergilosis del aparato respiratorio, no en-
contramos anticuerpos precipitantes contra
los antigenos fangicos utilizados.

2. Inmunoelectroforesis

2.1 Pacientes con blastomicosis sudame-
ricana — Los 19 enfermos que dieron prue-
bas de doble difusién positivas, originaron
arcos de precipitacién en los inmunoelectro-
foregramas realizados con antigeno P. bra-
siliensis (Cuadro III). El ntimero de sis-
temas precipitantes varié entre 1 y 13. En
la Fig. 1 se han esquematizado todos los ar-
cos revelados en la casuistica examinada.
Se trata de 20 sistemas precipitantes pro-
visoriamente caracterizados por las 20 pri-
meras letras de nuestro abecedario, comen-
zando desde el catodo.

Cada uno de estos sistemas ha aparecido
con frecuencia variable en el suero de nues-
tros enfermos, lo que se ha expuesto en el
Cuadro III. El arco E, caracterizado por
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CUADRO III El arco A, grueso, largo y poco neto, apa-

Sistemas precipitantes revelados por inmunoelec- I€CI0 en miltiples oportunidades, no posey-
troforesis en sueros de pacientes de blastomicosis endo los caracteres clasicos e las reacciones

sudamericana con antigeno P. brasiliensis antigeno anticuerpo.
2.2  Pacientes con histoplasmosis — En
Sueros T;’cg: Arcos presentes el suero de los 5 enfermos con histoplasmo-
sis' la inmunoelectroforesis puso en eviden-
S — - o cia anticuerpos precipitantes contra H. cap-
2130 o sulatum en nimero variable entre 5 y 7
2340 4 |DEFG (Cuadro V).
2449 7 |D.E.L L. K O. R
2488 1 B, CUADRO IV
gg;z Z g' gg L. M. N. O P Reacciones cruzadas demostradas por inmunoelec-
2565 7 A. D‘ E M. I O. P troforesis en la blastomicosis sudamericana
2571 2 D.E.
2703 1 E. Numero de arcos revelados con
2744 8 | A D ENOP QS S antigeno de
2748 10 ABD.EHILKNOP UEros
2778 7 | D.E.F.1.K O.P -
2783 s A.D.E. B. dermatitidis H. capsulatum
64036 3 A.D.E. H L P QS
67007 9 D.E.H, I.L. N, O. P. R,
67141 | 13 | E.G.H.LJ. L.LL.N.O.P.Q.R.S. 2130 o 0.
68125 7 | D.EF.GJMP 2340 Y 2
70135 5 | D.E.F.K.L. 2449 4 3
70220 6 | D.E.GLOP 2488 Y 0
70336 7 | C.D.E.G.L.N.O. 2512 3 1
2534 1 1
2565 2 2
2571 0 [y
tener migracion catédica, y ser un arco 2703 0 0
mayor de los diagramas, fue identificado 27:4 3 4
. 2748 3 3
n sueros Teactivos.
e todcfs los sueros eact.vos pni 2 1
Le siguen en frecuencia el arco D, tam- 2783 2 2
bién de migracién catédica, presente en 16 64036 4 4
casos; y los arcos O y P, de migracién anoé- g;ggz ; :
dica, revelados en 10 de los pacientes. 68125 3 2
El analisis de los antigenos “celular” y 70133 4 3
“metabblico” por separado, mostrd que las ;ggzg i 2
fracciones de migracién catédica que gene-

ran los arcos E y D se encuentran en el
extracto obtenido a partir del medio de cul-
tivo. '
Los 16 pacientes que habian dado origen
a reacciones positivas en la doble difusién
frente a antigeno de H. capsulatum, y. los

CUADRO V

Resultados de la inmunoelectroforesis en 5 casos
humanos de histoplasmosis

15 que presentaban bandas de precipitacion Numero de sistemas precipitantes
en la misma técnica ante B. dermatitidis,  sueros revelados con antigeno de
fueron también reactivos en la inmunoelec- ) —
troforesis (Cuadro IV)' H. capsulatum | B. dermatitidis | P. brasiliensis
25T
El ntmero de sistemas precipitantes reve- %
lados por ambos extractos vari6 entre 1 y 5. 64009 5 0 0
. . 64048 5 1 1
En ningino de estos casos fue posible |
. . pe . P 64085 [4] 1 1 a2
identificar, con los antigenos heterélogos,
. .. 21 o . 64103 . 6 0 1
arcos de migracién catédica - similares” a 70354 " 122 2
aquellos designados con las letras C, D y E. i @
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Cuatro de esos enfermos tenfan anticuer-
pos contra P. brasiliensis y 3 dieron arcos
de precipitacién frente a B. dermatitidis,
variando enire 1 y 2 el ntmero de sistemas
precipitantes inespecificos revelados.

En ningiin caso apreciamos sistemas pre-
cipitantes de migracion catédica con las ca-
racteristicas del arco E descrito en las blas-
tomicosis sudamericana.

2.3 Pacientes con otras afecciones e in-
dividuos normales — Este grupo de sueros
no poseia anficuerpos precipitantes, demos-
trables por inmunoelectroforesis, contra los
antigenos utilizados.

COMENTARIOS

Los resultados expuestos, prueban que
actuando con concentraciones adecuadas de
antigenos y sueros, es posible demostrar an-
ticuerpos precipitantes, en ntimero variable,
en la mayor parte de los pacientes de blas-
tomicosis sudamericana, mediante la inmu-
noelectroforesis.

Esta técnica revela también precipitinas
contra los agentes de la blastomicosis norte-
americana y de la histoplasmosis, poniendo
asi de manifiesto varias fracciones antigé-
nicas comunes entre P. brasiliensis, B. der-
matitidis y H. capsulatum.

La distribucién particular que adoptan
los distintos sistemas precipitantes en los
inmunoelectroforegramas, contribuye a dife-
renciar los arcos especificos de la blastomi-
cosis sudamericana, de aquellos que son
consecuencia de reacciones cruzadas.

En efecto, los sistemas de migracién ca-
tédica sélo han sido formados frente al an-
tigeno homologo, y uno de ellos, el arco E,
apareci6 en todos los casos positivos, lo que
le confiere gran interés diagnéstico. Igual-
mente especificos parecen los arcos C y D,
pero su frecuencia es notablemente inferior.

Los arcos inespecificos se distribuyen, a

diferencia de los anteriores, en el sector ané-

.dico de los diagramas.

Una explicacién légica para esta parti-
cular disposicién de los sistemas precipitan-
tes especificos podria encontrarse en los
hallazgos de VAUCELLE?®. Esta autora es-
“tudié, mediante electroforesis en agarosa,
extractos antigénicos purificados de H. cap-

sulatum, H. duboisii, B. dermatitidis y P.
brastliensis, observando que el agente de la.
blastomicosis sudamericana se diferencia de
los demés por poseer un componenie pro-
teico de migracién catédica. La caracteri-
zaciéon inmunoelectroforética de las activi-
dades enzimaticas de los sistemas precipi-
tantes formados por hiperinmunosueros ex-
perimentales de conejo anti-P. brasiliensis,
le permiiié individualizar, en el sector caté-
dico de sus diagramas, un arco portador de
la accién fosfatasa alcalina.

El anticuerpo que participa en la forma-
cién de ese arco aparece precozmente en el
curso de la inmunizacién experimental, pues-
to que VAUCELLE ** lo revel6 desde el 14.°
dia a partir de la primera inyeccién de an-
tigeno.

La comparacién de los documentos foto-
graficos publicados en la tesis de VAUCELLE,
con nuestros propios diagramas, nos lleva a
la sospecha de que nuestro arco E corres-
ponda a ese sistema de aparicién precoz,
portador de una actividad enzimatica fos-

fatasa alcalina, hipétesis que trataremos de

verificar en futuros estudios.

Sobre estas bases parece justificado sos-
tener que la presencia del arco E en un
inmunoelectroforegrama autoriza a formular
el diagnéstico de blastomicosis sudamerica-
na,

En otro orden de cosas, la demostracion
de fracciones antigénicas comunes entre P,
brasiliensis, B. dermatitidis y H. capsulatum,
estd en aparente contradiccién con lo obser-
vado por RESTREPO ** con la prueba de do-
ble difusién, puesto que la autora colom-
biana enfatiza la ausencia de reacciones cru-
zadas en sueros de pacientes con histoplas-
mosis, blastomicosis norteamericana, cocci-
dioidomicosis y esporotricosis.

Sin embargo es necesario remarcar que
nosotros hemos trabajado con sueros con-
centrados a 1/3 de su volumen inicial, con
una solucién antigénica que contenia 200
mg/ml de extracto “mixto” de P. brasilien-
sis, y empleando agarosa como soporte de
las reacciones; mientras que RESTREPO uti-
liz6 sueros sin concentrar, antigeno meta-
bélico de paracoccidioides a una concentra-

cién notablemente menor, y gel de agar co-

mo soporte,
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Estas diferencias metodologicas deben ser
la causa fundamental de las diferencias en
los resultados, y explicarian satisfactoria-
mente la deteccién de un ndmero de anti-
cuerpos sensiblemente mayor en los pacientes
estudiados, por nosotros.

La falta de reactividad comprobada en el
grupo de enfermos tuberculosos sugiere que
la doble difusién y la inmunoelectroforesis
pueden contribuir a un mejor conocimiento
de las formas pulmonares de la blastomico-
sis sudamericana, si son empleadas sistema-
ticamente en aquellos enfermos que, siendo
portadores de lesiones pulmonares de tipo
inflamatorio crénico, no han dado pruebas
concluyentes de la etiologia micobacteriana
de las mismas.

SUMMARY

Specific precipitant antibodies in South
American blastomycosis revealed by
immunoelectrophorests

Immunoelectrophoresis was applied to the
study of 20 patients of South American
blastomycosis (= paracoccidioidomycosis).

The antigen was prepared mixing an
equal quantity of “cellular” and “metabolic”
extracts of the mycelial phase of P. brasi-
liensis.

Precipitating antibodies against this an-
tigen were demonstrated in the sera of 19
of the studied patients, varying from 1 to
- 13.

The analysis of all the immunoelectropho-
regrams permitted the identification of 20
antigenic fractions in the employed antigen.

One of these fractions was characterized
by its cathodic migration. It was revealed
by all positive sera, giving a major arc tem-
porary called arc E.

This precipitant system was not formed
when heterologous antigens (H. capsulatum,
B. dermatitidis) were employed.

The double diffusion technique was posi-
tive in the same cases, generating from 1
to 12 precipitation bands.

Both proofs revealed that an appréciate
number of South American blastomycosis
patients, had antibodies against H. capsula-
tum and B. dermatitidis. "
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Four out of five cases of histoplasmosis
reacted against P. brastliensis extract.

In three of them we could also demons-
trate the presence of precipitines against B.
dermatitidis.

None of the sera from patients with his-
toplasmosis formed the arc E.
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