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Resumen

Las células estromales mesenquimales (MSC, por sus siglas en inglés) son cada vez mas
utilizadas en la terapia regenerativa por su potencial de diferenciacion a diferentes linajes
celulares. El objetivo de este trabajo fue estandarizar una PCR en tiempo real para
determinar si la infeccion, in vitro, con levaduras de Histoplasma capsulatum afecta el

proceso de diferenciacion de las MSCs, a través de la evaluacion de la expresion de



genes asociado con la diferenciacion a adipocitos (genes que codifican para adiponectina
y lipoproteinlipasa) y osteocitos (genes que codifican para la proteina factor de
transcripcion 2 relacionado con Runt (RUNX2) y osteocalcina). Las MSCs fueron
cultivadas en medios de cultivo especiales que contenian cocteles de moléculas que
inducen la diferenciacion hacia linaje adipogénico y osteogénico, e incubadas a tres
tiempos diferentes (0, 2 y 4 semanas), para luego ser infectadas con levaduras de
Histoplasma capsulatum e incubadas nuevamente por 24 horas, para después realizar
una extraccion del RNA por el método fenol cloroformo y, finalmente realizar una PCR en
tiempo real (QPCR). Para la qPCR se utilizaron cinco pares de primers, uno para cada
gen a evaluar y otro para el gen gliceraldehido 3-fostafo deshidrogenasa (GAPDH) como
gen constitutivo o normalizador. Al analizar los datos arrojados por la PCR se pudo
observar que la expresion relativa de genes asociados al proceso de adipogénesis
disminuyo significativamente cuando las MSCs se infectaron con las levaduras del hongo,
por el contrario, los genes asociados al proceso de osteogénesis aumentaron su
expresion cuando estas fueron infectadas. Los anteriores resultados permiten concluir
que H. capsulatum afecta el proceso de diferenciacion de las células estromales
mesenquimales hacia los linajes adipogénicos y osteogénicos. Mas estudios son

necesarios para evaluar las implicaciones de estos hallazgos.



Introduccién

La histoplasmosis es una micosis sistémica y endémica de gran importancia a nivel
mundial, que afecta tanto individuos inmunocompetentes como inmunosuprimidos, y en
el caso de pacientes con infeccion avanzada por el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH)/sida, se comporta como infeccion oportunista y se asocia como marcador de estado
sida. Esta infeccion se ha visto incrementada, el numero de casos, en todos los

continentes?.

H. capsulatum es un hongo dimorfico térmico que a temperaturas inferiores a 35 °C crece
como hongo filamentoso, mientras que en los tejidos del hospedero y en medios de cultivo
enriquecidos a una temperatura de 37 °C crece en su forma levaduriforme?. Dentro de
las especies causantes de histoplasmosis se han descrito 4 especies pertenecientes al
Complejo H. capsulatum: Histoplasma capsulatum sensu stricto, H. mississippiense, H.
ohiense e Histoplasma suramericanum?. Histoplasma se encuentra principalmente en
suelos ricos en nitrégeno y fosfatos asociado al guano de murciélago y las excretas de
aves?. La infeccion por H. capsulatum se da por la inhalacién de microconidios y
fragmentos de hifas, que una vez dentro del hospedero se transforman a su forma

levaduriforme?.

En América del Norte, las areas de mayor endemicidad se encuentran dentro de los valles
de los rios Mississippi y Ohio, en los Estados Unidos. En las areas que rodean estos rios
se considera que la incidencia de esta infeccion es de 6,1 por cada 100000 habitantes.
En América Latina se encuentran paises altamente endémicos, los cuales incluyen Brasil,
Guyana Francesa, Argentina, Colombia, Venezuela, Guatemala y Panama; en Brasil se

han realizado estudios seroepidemiolégicos que han demostrado que hasta el 90% de la



poblacidon ha estado expuesta a H. capsulatum. En América del sur, con la epidemia del

sida, se incrementoé el nimero de casos de la forma diseminada de la enfermedad?.

En general, las infecciones por H. capsulatum cursan de manera asintomatica, pero del
5 al 10% de los infectados presentan sintomatologia variable que depende tres factores
importantes, que son: i) el nimero de conidios inhalados, ii) la virulencia de la cepa
infectante vy iii) el estado inmunoldgico del hospedero. Las manifestaciones clinicas mas
frecuentes son la histoplasmosis pulmonar aguda, la forma pulmonar crénica y la
histoplasmosis progresiva diseminada. También pueden presentarse otras formas menos
frecuentes como la histoplasmosis cutanea primaria y el histoplasmoma®. La forma
pulmonar aguda es indistinguible de un resfriado comuln y se considera de curso benigno
cuando afecta a individuos inmunocompetentes; la forma pulmonar cronica es mas
comun en varones adultos que estan entre la tercera y cuarta década de la vida, y que
habitan areas endémicas?. La forma diseminada progresiva se presenta inicialmente
como una infeccidon pulmonar aguda que se disemina rapidamente a varios 6rganos,
principalmente a higado, bazo, el tracto gastrointestinal y la médula 6sea; la propagacion
a estos sitios ocurre entre el 33 al 66 % de los casos, y en su mayoria la muerte ocurre
debido a fallo respiratorio, hemorragia digestiva, coagulacién intravascular diseminada o
sepsis bacteriana®. Es propia de personas inmunocomprometidas y sujetos en los
extremos de la vida; pero las formas mas graves de la enfermedad se dan en personas
con patologias inmunosupresoras de base como el VIH en fase sida®. Los resultados de
laboratorio pueden incluir anemia (90 %), leucopenia y trombocitopenia (80 %) como

signos de deterioro de la funcién de la médula 6sea®



La pancitopenia es una manifestacion importante en pacientes con histoplasmosis
diseminada, lo cual conduce en algunos casos a coagulopatia, lo que conlleva a una alta
mortalidad, lo que sugiere que H. capsulatum causa alteraciones en la medula 6seay su

produccion celular.

En médula 6sea podemos encontrar dos poblaciones celulares importantes, las células
madre hematopoyeéticas, que son células multipotentes, encargadas de la renovacion de
las células sanguineas y del sistema inmune, y las células estromales mesenquimales
(MSCs, por sus siglas en inglés), que son células multipotentes que participan en la
reparacion y la regeneracién de tejidos, tienen la capacidad de diferenciarse a osteocitos,
adipocitos y condrocitos, y otros tejidos; ademas, in vitro, se adhieren al plastico y
fenotipicamente expresan marcadores de membrana como CD29, CD73, CD90y CD105,

mientras que son negativas para marcadores como CD14, CD34 y CD45".

Las MSCs, tienen la capacidad de modular la respuesta inmune, a través de la secrecién
de factores troficos y pueden migrar selectivamente a areas del cuerpo que se encuentran
lesionadas para regenerar los tejidos y 6rganos dafiados mediante diferentes procesos o
funciones que incluyen la angiogénesis, la secrecion de metaloproteinasas, matriz
extracelular y la diferenciacion celular, sus principales fuentes de obtencion son la medula

6sea, el tejido adiposo, la placenta, y el cordén umbilical®.

Algunos estudios han demostrado que las MSC son permisivas para la infeccion por
algunos microorganismos como el citomegalovirus (CMV), el cual altera la funcion de las
MSC de médula 6sea, al cambiar la expresion de moléculas en su superficie celular; el
CMV modifica el patron de interaccion entre las MSC y células hematopoyéticas, y

ademas afecta el proceso de diferenciacion de MSC a linajes adipogénicos y



osteogénicos?; otros estudios demostraron que bacterias como Escherichia coli, inducen
la proliferacion y la diferenciacion osteogénica, pero reducen la diferenciacion

adipogénica de estas MSCs?™°,

Estudios in vitro han permitido demostrar el proceso secuencial de la adipogénesis y la
osteogénesis; es asi como la diferenciacion adipogénica progresa en forma secuencial
desde células madre indiferenciadas mesodérmicas, adipoblastos, preadipocitos y
finalmente adipocitos maduros. Durante este proceso se han reportado moléculas
inductoras de linaje adipogénico, como la Insulina, Isobutilmetilxantina, Indometacina y
Dexametasona, las cuales tienen la capacidad de aumentar la expresiéon de genes
asociados al linaje adipocitico!!. Por su lado, la diferenciacién hacia el linaje osteogénico
también se puede inducir con un coctel de moléculas que incluye dexametasona®?, acido

ascorbico®® y B-glicerolfosfato!4.

En el presente estudio, se estandariz6 una PCR en tiempo real para determinar la
expresion de genes asociados con la diferenciacién a linaje adipogénico y osteogénico
de MSCs infectados o0 no con Histoplasma capsulatum. Se observé que la infeccién con

este hongo patdgeno afecto la diferenciacion de estas MSCs a adipocitos y osteocitos.

Materiales y métodos
Aislamiento, purificacion y cultivo de MSCs

Las células estromales mesenquimales (MSCs) se obtuvieron de médula ésea a partir de
fémur y tibia de ratones C57BL/6 de 8 - 12 semanas de edad, mediante lavados con PBS

con antibioticos (penicilina —estreptomicina al 1%) utilizando una jeringa con aguja de



calibre 21G. Las células se transfirieron a platos de cultivo de 96 pozos con medio de
cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) bajo en glucosa suplementado con
10% de suero bovino fetal, 1% de aminoacidos no esenciales y 100 U/ml Penicilina— 100
pg/ml Estreptomicina, y fueron incubadas a 37°C con 5% de CO2 con cambio de medio
cada 3-4 dias hasta alcanzar una densidad celular del 90 %, las células no adherentes
fueron removidas y las adherentes cultivadas por siete dias, de acuerdo con el protocolo

descrito anteriormente por Rodriguez y colaboradores®®.

Para la purificacion de las MSCs se realizo el desprendimiento celular con Tripsina 1X,
tomando una alicuota para recuento celular y utilizando un estuche comercial para su
purificacion [(Cellular Lineage Cell Depletion Kit mouse (Miltenyi Biotec)] que contenia
diferentes anticuerpos monoclonales especificos a saber: anti-CD45, anti-CD45R, anti-
CD11b, anti-CD5, anti-Grl (Ly-6/C), y anti-Ter-119, siguiendo las indicaciones del

fabricante. Se determind la viabilidad celular por tincién con azul de tripano.

Levaduras de Histoplasma capsulatum

En el presente estudio se utilizé la cepa de H. capsulatum 1980 (CIB 1980), la cual fue
cultivada en medio liquido de Infusion Cerebro-Corazéon (BHI, por sus siglas en inglés
brain-heart infusion) suplementado con 10% de glucosa, 0,1% de L-cistina'y 100 U/ml de
penicilina — 100 g/ml de estreptomicina e incubada a 37 °C en agitacion por 24 horas. Las

levaduras se diluyeron con PBS en una dilucion de 1:10, de esta se tomaron 10 uly 990



pul de Janus Green para estimar su viabilidad y posteriormente ser contadas en

hemocitometro y ajustadas al nimero y volumen deseado.

Infeccién de las MSCs

Las MSCs previamente cultivadas fueron infectadas con levaduras de H. capsulatum a
un multiplo de infeccién (MOI) de 5 (5 levaduras del hongo por 1 MSC) e incubadas por

24 horas.

Diferenciacion osteogénicay adipogénica

Para la induccion de la diferenciacion a adipocitos y osteocitos, las células purificadas
fueron cultivadas en platos de 96 pozos con 100 pl de medio de diferenciacion especifico
para cada linaje; para adipogénesis, se realiz6 mediante cultivo en medio inductor
consistente en DMEM alto en glucosa 4,5g/L, 1 uM Dexametasona, 0,5 mM
Indometacina, 10 ug/ml Insulina, 100 mM 3- isobutil-1-metilxantina y 10% SFB; y para
osteogénesis DMEM con 0,1 yM dexametasona, 50 uyM acido ascoérbicoy 10 mM [3-
glicerolfosfato. Se realiz6 cambio de medio cada tres o cuatro dias, por un periodo de

cuatro semanas.

Extraccion de RNA

El RNA total se obtuvo a partir de cultivos en diferentes tiempos, la monocapa celular se

lis6 usando 200uL de trizol y se realizaron lavados con 200uL de cloroformo. Ademas,



las muestras se procesaron utilizando un tratamiento con ADNasa | (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, EE. UU.). El cDNA se sintetiz6 a partir de 500 ng de ARN
con un kit comercial de sintesis de reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion
reversa ((FIREScript® RT cDNA synthesis KIT de SOLIS BIODYNE), segun las

instrucciones del fabricante.

Estandarizacién de la PCR en tiempo real y determinaciéon de la expresion de genes

asociados a la diferenciacién celular.

Se determind la expresidon de genes asociados a la diferenciacion a osteocitos y
adipocitos. Los genes evaluados fueron: de expresion temprana, Runx2 y LPL; y genes
de expresion tardia, Osteocalcina y Adiponectina Se realizé la estandarizacion de la PCR
en tiempo real, utilizando 4 pares de cebadores que previamente fueron verificados a tres
temperaturas y tres concentraciones diferentes mediante PCR convencional, asi se

determinaron las condiciones de corrida para la PCR en tiempo real
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Secuencias de los cebadores utilizados

GEN FORWARD REVERSE

Osteocalcina GTATGGCTTGAAGACCGC | CATCCATACTTGCAGGGCAG
CT A

RUNX2 AAGGTTGTAGCCCTCGGA | CCGGCCCACAAATCTCAGAT
GA

Lipoproteinlipas | TCGCCTTTCTCCTGATGA | CCAATGTTGCATCCTGGCTG

a CG

Adiponectina TGACGACACCAAAAGGGC | TCCAACCTGCACAAGTTCC
TC

GADPDH CCTTCATTGACCTTCACTA | TGGAAGATGGTGATGGCCTT
CATGGTCTA TCCATTG

Se realiz6 una PCR convencional para determinar las condiciones Optimas de alineacion
de los cebadores. Se llevé a cabo usando 3 temperaturas de alineamiento diferentes 59
°C, 60 °C y 61 °C y usando también tres concentraciones diferentes de cebadores (0,1,
0,2 y 0,3 uM). Las bandas se fraccionaron por electroforesis en gel de agarosa al 2 %

(2h-60V), y posteriormente fueron tefliidas con bromuro de etidio.
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La gPCR se realiz6 utilizando el Maxima SYBR Kit Green/Fluorescein gPCR Master Mix

(2X) segun las instrucciones del fabricante y usando como gen normalizador el GAPDH.

Analisis estadistico

Todos los datos fueron analizados usando el software Prisma GraphPad Software
(version 7.0). En todos los casos se considerd un valor significativo con un valor de P<
0,05. Se comparé la expresion de cada gen durante los diferentes periodos de tiempo

evaluados.

Resultados

Estandarizacion de la PCR en tiempo real

Se estandarizé un protocolo de PCR en tiempo real utilizando el kit gPCR SOLIS
BYODINE y el agente intercalante el SYBRGreen con el sistema CFX96 real-Time
System de BIORAD. Las condiciones de estandarizacion fueron la siguientes:
temperatura de inicio de 95°C por 12 minutos, temperatura de desnaturalizacién 95°C por
30 segundos, una temperatura de alineamiento de 60°C por 30 segundos, temperatura
de extension 72°C por 30 segundos y una temperatura de elongacion final de 70°C. Se
utilizé el gen GAPDH como el gen normalizador, se cuantificaron los genes LPL (Fig. 1)
y adiponectina (Fig. 2) utilizando el cDNA obtenido de las células sometidas a
diferenciacion adipogénica, y los genes osteocalcina (Fig. 3) y Runx2 (Fig. 4) con el cDNA

extraido de las células sometidas a medio de diferenciacion osteogénico.

En todos los casos se logré la deteccion y amplificacion de los genes, pudiendo

observarse la disminucion de los genes adipogénicos en la semana cuatro y el aumento
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de la expresion de los genes osteogenicos en esta misma semana, demostrando asi que

H. capsulatum afecta la diferenciacion adipogénica y osteogénica de las MCS
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Figura 1. Resultado de la PCR en tiempo real para la deteccién y amplificacion del gen

lipoproteinlipasa. Se observa amplificacion del gen en el ciclo 29.
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Figura 2. Resultado de la PCR en tiempo real para la deteccion y amplificacion del gen

adiponectina. Se observa amplificacion del gen en el ciclo 33.
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3. Resultado de la PCR en tiempo real para la deteccion y amplificacién del gen

Se observa amplificacion del gen en el ciclo 31.
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Figura 4. Resultado de la PCR en tiempo real para la deteccion y amplificacion del gen

osteoca

Icina. Se observa amplificacion del gen en el ciclo 33.
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Efecto de la infeccion de las MSC con H. capsulatum en la diferenciacion adipogénica

Una vez estandarizada la PCR en tiempo real para determinar la expresion de los genes
gue participan en la expresion de proteinas asociadas con la diferenciacion adipogénica,
se observo que tanto el gen de expresion temprana (LPL) como el gen de expresion tardia
(Adiponectina) se expresaron significativamente a partir de la segunda semana de cultivo
(Figs. 5 y 6). Interesantemente, la infeccion de las MSCs con las levaduras del H.
capsulatum disminuyé significativamente la expresién de los dos genes tanto en la

segunda como en la cuarta semana post-infeccion (Figs. 5y 6).

Efecto de la infeccion de las MSC con H. capsulatum en la diferenciacion osteogénica

Los resultados permitieron observar que el gen de expresion temprana (RUNX) se
expreso significativamente a partir de la segunda semana de cultivo, con un pico de
expresion a la cuarta semana, mientras que el gen de expresion tardia (Osteocalcina) se
expreso significativamente en la cuarta semana de cultivo (Figs. 7 y 8). Contrario a lo
observado con los resultados de expresion de los genes asociados con el proceso
adipogénico, la infecciéon de las MSCs con el hongo indujo un aumento en la expresion

de estos genes a partir del primer dia post-infeccion (Figs. 7 y 8).
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Figura 5. Expresion relativa del gen lipoproteinlipasa (LPL) en MSC sin infectar y en MSC
infectadas con H. capsulatum. Las MSC fueron cultivadas por cuatro semanas bajo
condiciones de diferenciacion adipogénica, se determind la expresion del respectivo gen

durante la semana cero, dos y cuatro. Se observa como H. capsulatum inhibe la expresion

de LPL. P <0,05
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Figura 6. Expresion relativa del gen adiponectina en MSC sin infectar y en MSC
infectadas con H. capsulatum. Las MSC fueron cultivadas durante cuatro semanas bajo
condiciones de diferenciacion adipogénica, se midio la expresion del respectivo gen

durante la semana cero, dos y cuatro. Se observa como H. capsulatum inhibe la expresion

de LPL. P<0,05
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Figura 7. Expresion relativa del gen Runx2 en MSC sin infectar y en MSC infectadas con
H. capsulatum. Las MSC fueron cultivadas durante cuatro semanas bajo condiciones de
diferenciacion osteogénica, se midio la expresiéon del respectivo gen durante la semana

cero, dos y cuatro. Se observa como H. capsulatum estimula la expresion de Runx2. P

<0,005

17



Osteocalcina
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Figura 8. Expresion relativa del gen osteocalcina en MSC sin infectar y en MSC
infectadas con H. capsulatum. Las MSC fueron cultivadas durante cuatro semanas bajo
condiciones de diferenciacion osteogénica, se midid la expresion del respectivo gen
durante la semana cero, dos y cuatro. Se observa como H. capsulatum estimula la

expresion de osteocalcina. P <0,05

Discusién

Las MSCs son cada vez mas utilizadas en la medicina regenerativa por su capacidad de
diferenciacion hacia diferentes linajes celulares como el adipogénico y el osteogénico.
Sin embargo, se ha descrito que estas células pueden ser el blanco de diferentes
microorganismos. En el presente estudio se determing si las levaduras de H. capsulatum
afectaban la diferenciacion de las MSCs, obtenidas de medula 6sea de raton, a los linajes

adipogénico y osteogénico.
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Se estandariz6 una PCR en tiempo real para determinar la expresion relativa de dos
genes implicados en la adipogénesis (LPL y adiponectina) y dos genes relacionados con

la osteogénesis ( Runx2 y osteocalcina).

Los resultados permitieron determinar que la infeccion de las MSCs, con H. capsulatum,
inhibid la diferenciacion hacia el linaje adipogénico; por el contrario, la infeccion con este
hongo patdégeno promueve la diferenciacion osteogénica, como fuera sugerido al

observar un aumento significativo en la expresion de los genes asociados con este linaje.

En el caso de un aumento en la expresion de los genes relacionados con la osteogénesis,
inducida por la infeccidon con levaduras de H. capsulatum, sugiere que este proceso
podria estar asociado con el metabolismo de este hongo patdégeno el cual requiere el
calcio para su metabolismo, dado que este participa en muchos procesos que incluyen la
regulacion de la homeostasis del hierro, participa en la adaptacion al pH, el metabolismo
de la glucosa, la morfogénesis y el crecimiento en fase micelial: aunque en fase levadura
los requerimientos de calcio son menores que en la fase micelial'®. Runx2 es el factor de
transcripcion especifico para osteogénesis y el determinante para la diferenciacién de las
células mesenquimales hacia el linaje osteoblastico y es el factor de transcripcion mas
abundante en los osteoblastos maduros?'’, la expresion de osteocalcina esta regulada por
factores de transcripcion homodominio como Runx2'8, por lo tanto, al incrementarse la

expresion de este gen se espera que la osteocalcina también lo haga.

En estudios previos se ha reportado que bacterias como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Streptococcus pyogenes también afectan la diferenciacion de las MSC de
médula Osea, las cuales, al igual que H. capsulatum, estimulan la diferenciacion

osteogénica e inhiben la diferenciacion adipogénica, lo cual en este caso se encuentra
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mediado por los ligandos tipo Toll (TLR)®. Algunos estudios reportan resultados
contradictorios con respecto a la diferenciacion de las MSC y la activaciéon de los TLR, en
cuanto a los componentes bacterianos se ha encontrado que la exposicion a
lipopolisacéarido (LPS) proveniente de E. coli y acido lipoteicoico (LTA) de S. pyogenes
de forma prolongada regulan de forma positiva la diferenciaciéon osteogénica?®. Por otro
lado, al inhibir la adipogénesis, las MSC pierden gran parte de su potencial terapéutico,

ya que los adipocitos son necesarios para el almacenamiento de acidos grasos.

Conclusiones

Los resultados indican que H. capsulatum tiene la capacidad de alterar la diferenciacion
de las MSC de medula 6sea de ratdn hacia los linajes adipogénico y osteogénico in vitro,
observandose que se inhibe la diferenciacion adipogénica y se estimula la osteogénica.
Mas estudios son necesarios para determinar los mecanismos moleculares por medio del
cual este hongo patégeno induce tales alteraciones, y su significado en la fisiopatologia

de la infeccién de estas células.
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