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Resumen:

La histoplasmosis es una micosis sistémica y endémica ampliamente distribuida en las Américas,
causada por el hongo dimérfico Histoplasma capsulatum. La infecciébn es usualmente
asintomatica en individuos inmunocompetentes. Sin embargo, los pacientes
inmunocomprometidos pueden contraer la forma diseminada de la infeccién, la cual tiene un mal
prondstico y requiere un diagnostico y tratamiento rapidos de la enfermedad. El diagnéstico
definitivo requiere el aislamiento de H. capsulatum de las muestras clinicas, un proceso que
puede demorar hasta 4 semanas. Ademas, los métodos moleculares son costosos y de baja
sensibilidad, mientras que los inmunoensayos pueden presentar una gran cantidad de falsos

positivos.

Por lo tanto, el objetivo de este proyecto fue expresar y purificar un péptido derivado de una
proteina especifica de 100 kDa de H. capsulatum en un sistema de expresién procariota como
proteina de fusion a MBP (Maltose-Binding Protein), para desarrollar nuevos inmunoensayos

para el diagnéstico de la histoplasmosis.

Palabras claves: Histoplasmosis; Histoplasma capsulatum; diagnéstico; proteina Hcpl00;

péptido recombinante; Escherichia coli BL21; péptido de fusion a MBP.
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1. INTRODUCCION

La histoplasmosis es una enfermedad granulomatosa endemo-epidémica producida por
un hongo gedfilo y termodimorfo llamado Histoplasma capsulatum. Afecta a los seres
humanos y a varias especies animales.

La infeccion o primoinfeccion se produce por la inhalacion de conidios de la fase
saprofitica del hongo. En el 90% de los casos cursa en forma asintomatica y se cura
espontaneamente. De acuerdo con la cantidad de propagulos inhalados y el estado
inmunoldgico del huésped pueden desarrollarse diferentes formas clinicas, las cuales las
mas frecuentes son la histoplasmosis pulmonar aguda, la forma pulmonar crénica y la
histoplasmosis progresiva diseminada. No existen vacunas preventivas ni terapéuticas

para el control de esta infeccion [1].

1.1 Historia

La histoplasmosis fue descrita por primera vez por S. Darling en 1906 en la zona de
construccion del canal de Panama, al efectuar la autopsia de un paciente muerto con
hepatoesplenomegalia y dafio pulmonar, signos muy similares a los de la leishmaniasis
sistémica. Al afio siguiente, observé dos nuevos casos en los que hallé histiocitos con
microorganismos intracelulares y los consider6 a estos un protozoario con cdpsula y sin

blefaroplasto [2].

El agente etiolégico fue considerado un hongo brotante por Henrique Da Rocha Lima en
1912 y su naturaleza flngica fue confirmada en 1933 por W. De Monbrum en los Estados
Unidos al obtener el crecimiento del hongo a partir de materiales clinicos y reproducir la
enfermedad en animales, con lo cual corroboré los postulados de Koch. Este autor
comprobé la naturaleza dimérfica de H. capsulatum. En 1944, A. Christie y J. C. Paterson
realizaron pruebas de histoplasmina (HMN) en personas con calcificaciones y reaccion

negativa a tuberculina, lo que les permitié sefialar la amplia distribucion de la enfermedad

(3].

En 1940, Pablo Negroni diagnostico el primer caso en Argentina, y en 1948 C. W.
Emmons consiguio el aislamiento de este hongo del suelo, con lo cual demostro que esta
era la fuente de infeccion mas importante para el ser humano y los animales [3,4]. En
1970, Kwon-Chung aisl6 la forma teleomorfa o sexuada y la llamé Emmonsiella capsulata
y posteriormente, M. R. McGinnis y J. B. Katz la transfirieron al género Ajellomyces (A.

capsulatus) [3].
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1.2 Etiologia

Este hongo es una especie gedfila que se desarrolla como moho u hongo filamentoso
en los suelos enriquecidos con excretas de aves y murciélagos. En los medios no
enriquecidos como agar Sabouraud, el agar papa glucosado y Lactrimel incubados a
28°C, H. capsulatum desarrolla al cabo de tres semanas colonias de micelio aéreo
algodonoso y blanquecino que luego se vuelve ligeramente pardo (figura 1A). A la
observacién microscépica las colonias presentan un micelio ramificado hialino y tabicado
de 2 a5 ym de diametro. Los elementos de reproduccion se caracterizan por la presencia
de macroconidios esféricos o levemente piriformes de 10 a 20 um de diametro con pared
gruesa con proyecciones digitiformes (conidios tuberculados) y de microconidios lisos,
piriformes, de 2 a 5 ym de diametro, los cuales se disponen sobre ramificaciones cortas
del micelio vegetativo (figura 1B). Esta es la llamada fase filamentosa o saprofitica y

constituye la forma infectante para el hospedero susceptible [1].

Figura 1. Fase micelial de H. capsulatum. A. Colonias blancas de aspecto algodonoso en agar
Sabouraud luego de 4 semanas de incubacion a 28 °C. B. Observacion microscopica de los

macroconidios y microconidios de H. capsulatum.

En medios enriquecidos como agar sangre o agar infusién cerebro-corazén (BHI) con
5% de sangre de carnero, incubado a 37°C, desarrolla al cabo de 4-5 dias una colonia
pastosa, plegada, de color crema (figura 2A). A la observacion microscopica presenta
elementos levaduriformes brotantes similares a los encontrados en los tejidos del
hospedero infectado (figura 2B). Esta es la denominada fase parasitaria o levaduriforme

[1], la cual no se transmite entre hospederos infectados.

a
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Figura 2. Fase levaduriforme de H. capsulatum. A. Colonias cremosas desarrolladas en medio
BHI luego de 4 semanas de incubacién a 37 °C. B. Observacion microscépica de levaduras de H.

capsulatum obtenidas a partir de material de biopsia de un paciente con histoplasmosis.

1.3 Epidemiologia

1.3.1 Ecologia

Las zonas endémicas mas importantes son las de clima templado o tropical y humedo.
La mayor parte de las areas endémicas son vecinas de las grandes cuencas fluviales o
se encuentran a orillas de los lagos cuya temperatura media anual es de 15 a 20°C y

con una pluviometria entre 800 a 1.200 mm anuales [5].

Este microorganismo se desarrolla bien en suelos fértiles, ricos en sustancias organicas,
con alto contenido de nitrdgeno y fésforo, de pH acido y especialmente con excretas de

aves o guano de murciélago [5].

1.3.2 Distribucion geogréfica

La histoplasmosis ha sido documentada en todos los continentes y se considera
endémica del continente americano. Es la micosis respiratoria mas frecuente en el
mundo, con aproximadamente 40 millones de enfermos y 200.000 casos nuevos por afio
[6]. Si bien es una patologia predominantemente americana, se han encontrado focos

endémicos autéctonos en Africa, Europa, Australia, India y extremo Oriente [7].

En América es una infeccién que se observa desde Canadé hasta la Argentina. Las &reas
mas importantes son la cuenca de los rios Mississippi-Missouri y Ohio en los Estados
Unidos, y la cuenca del Rio de la Plata en la Argentina. También se observa en el norte

de Panama, Honduras, Guatemala, Venezuela, Colombia y Brasil (figura 3) [8].
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Figura 3. Distribucién geogréfica de la histoplasmosis en el mundo.

En nuestro pais se encuentra ampliamente distribuida y se calcula que existen alrededor
de 10 millones de individuos infectados (primoinfeccion) los cuales poseen un riesgo
potencial de desarrollar la enfermedad micética. La zona endémica comprende la
provincia de Buenos Aires, sur de Entre Rios, sur de Santa Fe, La Pampa y sudeste de
Cérdoba, que corresponde a las provincias situadas en la pampa humeda. Otro foco
endémico se presenta en la zona del valle de Lerma, en la provincia de Salta. En la
cuenca del Rio de la Plata se calcula que del 31 al 40% de la poblacién general presenta

infecciones asintomaticas detectadas por respuesta cutanea positiva a la HMN [1].

1.4 Patogénesis y respuesta inmune

La infeccion se produce por la inhalacién de los microconidios. Dado su pequefio tamario,
estos conidios alcanzan el alveolo pulmonar. Alli son fagocitados por los macrofagos y
se transforman en elementos levaduriformes que proliferan. Una vez que forman una
gran cantidad de levaduras dentro del parénquima pulmonar se diseminan en el interior
de las células fagociticas a los ganglios linfaticos locales (hilios mediastinales) y luego
pasan al torrente sanguineo (fungemia transitoria y asintomatica), y quedan acantonados
en o6rganos del sistema reticulo endotelial como el higado, el bazo y la médula ésea
(figura 4) [1].

Para el control de la enfermedad se requiere de una efectiva inmunidad mediada por las
células T. En la fase inicial de la infeccién, la reaccion inflamatoria esta constituida por
polimorfonucleares, que son rapidamente reemplazados por macréfagos que fagocitan
al hongo. Luego de dos a tres semanas la respuesta inmune mediada por células T
controla la enfermedad. La inmunidad adquirida permite la activaciéon de los

macrofagosque destruyen a las levaduras y asi se limita la infeccion. Los linfocitos NK
Videla Garrido, Agustin.
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son activos contra las formas levaduriformes de H. capsulatum. Las citoquinas interferon
y (IFNy), factor de necrosis tumoral (TNF)-a e interleuquina-12 son importantes en

montar una efectiva respuesta Th1l contra este patégeno intracelular [5].

Se forman granulomas epitelioides con células gigantes, con un area central de necrosis
caseosa y una capsula periférica de fibras colagenas que tiende a calcificar. Los
granulomas persisten por meses o afios e H. capsulatum puede quedar en su interior en
estado latente y viable con la posibilidad de reactivarse ante procesos que lleven a una

inmunosupresién mediada por células T [5].

La inmunidad humoral no confiere proteccion en la histoplasmosis. En el 90-95% de los
casos se origina una enfermedad autolimitada que desaparece dejando calcificaciones
en pulmén y bazo. En algunos casos la enfermedad se hace crénica y progresiva, esto
ocurre cuando hay una deficiencia de la inmunidad celular o alteraciones anatémicas
(como en los pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
tabaquismo y/o alcoholismo crénico, diabetes, corticoterapia prolongada) [6].

El hongo actia como oportunista particularmente en pacientes HIV/sida, linfomas,
leucemias, trasplantes de 6rganos sélidos y de células progenitoras hematopoyéticas,
tratamientos con corticoides, inmunosupresores, bioldgicos como los antagonistas del
TNF-a (infliximab y etanercept) o deficiencias congénitas de células T. Es la tercera

micosis en frecuencia en pacientes con sida [1].

environmental form host-associated form

Figura 4. La infeccion por H. capsulatum se produce por la inhalacién de microconidias que crecen
en suelos ricos en fosfato y nitrogeno, especialmente con defecaciones de aves y murciélagos.
Una vez dentro del organismo, las microconidias se transforman en levaduras y pueden afectar

los pulmones o diseminarse dentro de las células fagociiticas a otros 6rganos.
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1.5 Manifestaciones clinicas

De acuerdo a la cantidad de propagulos inhalados y al estado inmunolégico del huésped,
pueden desarrollarse diferentes formas clinicas, entre ellas, las formas meningeas,
pulmonar aguda grave, o diseminadas, las cuales pueden causar una extensa
morbilidad, discapacidad y mortalidad en poblaciones humanas vulnerables si no son
diagnosticadas precozmente. Las formas diseminadas se caracterizan por la
diseminacién fingica por via hematégena a través de los macréfagos parasitados por el
microorganismo, a varios érganos, incluyendo médula ésea, higado, bazo y glandulas
suprarrenales [9-11]. Esta forma clinica posee mal prondstico por lo que requiere de un
rapido diagndstico y tratamiento. Como se menciond anteriormente, la deficiencia de la
inmunidad celular, constituye un factor de riesgo para la diseminacién de esta
enfermedad [9].

A continuacién, se describen las formas clinicas mas frecuentemente descriptas de la

histoplasmosis [9].

Primoinfeccién asintomética. Es una infecciébn asintomatica, autolimitada y que en
algunos casos puede presentar sintomas similares a cuadros gripales. La evolucion a la

curacién es espontanea y por lo general no se realiza diagnéstico.

Histoplasmosis pulmonar aguda. Se produce por la inhalacién de una gran cantidad
de microconidios. Es la forma predominante en los casos de micro epidemias (grupos de
personas gue se internan en cavernas habitadas por murciélagos, limpieza de gallineros,
aticos, etc.). Los sintomas pueden ser fiebre, tos con expectoracion mucopurulenta y
astenia. En los casos de mayor gravedad se puede presentar como una neumonia
atipica aguda o subaguda. Pueden desarrollar una hipoxemia importante que requiere
ventilacion mecanica. La radiografia de térax y la TAC (tomografia axial computada)
muestran un patrén reticulonodulillar bilateral (figura 5). En un 10 a 15% de los casos se
puede producir cavitaciéon pulmonar. Esta variacién clinica depende de la cantidad de
conidios inhalados. Puede evolucionar a la curaciéon espontanea o a la diseminacion
extrapulmonar lo cual produce una enfermedad diseminada aguda sélo en aquellos que

presentan un sistema inmune deficiente.
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Figura 5. Radiografia de térax de un paciente con histoplamsosis pulmonar aguda. Se observa la
presencia de infiltrados bilaterales reticulonodulillares.

Histoplasmosis pulmonar cronica. Esta forma de presentacion es clinica y
radiolégicamente idéntica a la tuberculosis, de ahi que a la histoplasmosis se la
considera una tuberculosis flngica. Con frecuencia se observa en individuos blancos de
sexo masculino mayores de 40 afios y con antecedentes de EPOC. Es una enfermedad
que evoluciona por brotes con sintomas variados como tos con o sin expectoracion, con
hemoptisis con o sin disnea. El diagndstico diferencial de una histoplasmosis pulmonar
cronica con cavidades es, por excelencia, la tuberculosis. Su evolucion es de afios
(cronica) y generalmente, una vez realizado el diagnoéstico, el paciente evoluciona

favorablemente, pero con secuelas pulmonares (fibrosis).

Histoplasmosis progresiva diseminada o diseminada aguda. Esta forma clinica
corresponde a una enfermedad diseminada grave que puede deberse a la inhalacién de
una gran cantidad de microconidios y/o a un déficit inmunolégico del hospedero. Esto
provoca una rapida diseminacién hematogena, a través de los macréfagos parasitados
por el microorganismo, a todos los tejidos. Se observa en pacientes con linfomas, en
aquellos que reciben una terapia inmunosupresora como consecuencia de un trasplante
y es la forma observada habitualmente en pacientes con HIV/sida, con un recuento de
linfocitos T CD+4 < 200/ul. Clinicamente, se presenta con hepatoesplenomegalia,
pancitopenia, sindrome febril, lesiones mucocutaneas polimorfas y de distribucion
variable y pérdida de peso. Puede o no presentar sintomatologia respiratoria (tos con
expectoracién mucopurulenta), dolor abdominal, diarrea y sindrome de mala absorcion.
Es importante sefalar que en la piel no existen lesiones patognomaénicas, las cuales se
presentan por lo general en cara y cuello, pero hay casos con una distribucién mayor,
que incluso compromete las palmas de manos, las plantas de los pies, asi como las
mucosas (genitales, orales y anales). En la mayoria de los casos se observa como

exantema, papulas umbilicadas (lesiones moluscoides), nédulos, Ulceras, y placas
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eritemato-escamosas. Un grupo frecuente de pacientes con alto riesgo de sufrir dicha
forma clinica lo constituye los pacientes con HIV/sida, dada la posibilidad de que se
produzca una infeccién no controlada en ellos o la reactivacion de los focos latentes, aun

fuera del &rea endémica [12-15] (figura 6).

Figura 6. Lesiones cutaneas presentes en un paciente HIV/sida con histoplasmosis progresiva

diseminada.

Cabe destacar que, en los ultimos afios, se ha observado un incremento en el nidmero

de casos asociado a la infeccién por el HIV [16].

Desde entonces, la histoplasmosis progresiva diseminada se considera una de las
micosis mas importantes por su relativa frecuencia y gravedad en los pacientes con sida
[17,18]. Desafortunadamente y tras décadas de ignorancia en toda Sudamérica debido
a la falta de medios diagndsticos, se ha documentado que, en la actualidad, un 20-30%
de los pacientes con HIV-sida presentan histoplasmosis diseminada, la cual encabeza
la lista de muertes relacionadas al sida [19]. La escasez de investigaciones refleja el
hecho tragico de que este problema esta evolucionando fuera del radar de los sistemas
de asistencia sanitaria y constituye una verdadera enfermedad desatendida, donde los

pacientes contindan muriendo por una enfermedad tratable.

En nuestro pais, la situacién es preocupante. Pues de acuerdo con estudios realizados
por Frola et al (2013)[20] y Negroni et al (2017)[21], mas del 80% de los pacientes
HIV/sida con HD de Argentina no recibe tratamiento antirretroviral (TARV) o presenta
mala adherencia al mismo (ya sea por consumo de drogas y/o por la dificultad econémica
para acceder a los centros de salud), el 70% presenta histoplasmosis progresiva
diseminada como primera enfermedad marcadora de sida, casi el 50% reside en hogares
de nivel socioecondmico marginal o esta en situacion de calle y casi el 40% desconoce
su condicion serolégica reactiva para HIV. En ambos estudios, la mediana de edad fue

de 36 afios.
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Histoplasmosis diseminada crdénica. Se produce frecuentemente en individuos de
sexo masculino en relacion 3:1, mayores de 50 afios, con antecedentes de tabaquismo
0 enolismo y su evolucidon es cronica. Las manifestaciones clinicas son Ulceras
bucofaringeas dolorosas, nddulos en la lengua, encias y compromiso laringeo (figura 7).
En un 50% de los casos hay hepatomegalia, y en un 3%, esplenomegalia. En ocasiones
puede manifestarse como meningitis, endocarditis y enfermedad de Addison por
afectacion de la glandula suprarrenal. También es frecuente el compromiso pulmonar
que se manifiesta con tos, expectoracion mucopurulenta y disnea. El compromiso al
sistema nervioso central (SNC) es raro, y puede formar parte de una infeccion
diseminada o ser primaria. Se caracteriza por cefaleas, alteraciones psiquiéatricas y déficit

neurolégicos o, en casos mas graves, como meningitis (figura 8).

Figura 8. Tomografia axial computada donde se observan multiples lesiones hiperintensas a nivel
central y en las regiones témporoparietales de un paciente con meningitis por histoplasmosis

crénica.

1.6 Diagnostico de laboratorio
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Aunque las manifestaciones clinicas de la histoplasmosis son bien descritas, no es
suficiente la informacion clinica para llegar a un diagnéstico ya que presenta

caracteristicas comunes a otras enfermedades.

El diagnéstico definitivo diagndstico definitivo de la histoplasmosis —independientemente
de la forma clinica- se obtiene por el aislamiento del hongo en medios de cultivo
especificos o por histopatologia usando tinciones especiales para hongos. Sin embargo,
estos procedimientos tienen una sensibilidad limitada y pueden requerir procedimientos

médicos invasivos para obtener las muestras.

Toma de la muestra. Dependiendo del cuadro clinico la muestra puede ser: esputo,
lavado broncoalveolar, liquido cefalorraquideo, escarificacion de las lesiones cutaneas,
materiales de biopsias, puncién esternal y aspirado de médula 6sea o sangre para
hemocultivos, entre otras. Con respecto a la toma de biopsias, ésta debe dividirse de dos
porciones: se remite una en un frasco estéril con solucién fisiolégica o agua destilada
estéril para cultivo, y la otra, en un frasco con formol al 10% para realizar la

histopatologia.

Examen al microscopio directo. Comprende la visualizacién en fresco (dificultosa en
este hongo por su pequefio tamafio) y las tinciones. Es gram positivo y se tifie con Wright,
May-Grunwald-Giemsa y Giemsa; con estos colorantes la pared celular no se tifie y
aparece un halo claro, en el citoplasma se observa una forma de semiluna que se
concentra en un polo y se colorea de azul oscuro-pUrpura, y el resto toma un azul celeste.
Las levaduras de 2 a 4 micras se encuentran dentro o fuera de los macrofagos (figura
2B).

La forma levaduriforme de H. capsulatum es muy similar a otros patdgenos y estas
caracteristicas pueden llevar a errores durante su identificacién. Deben realizarse
diagndsticos diferenciales con Candida glabrata, Talaromyces marneffei, Leishmania
spp., Cryptococcus neoformans y Pneumocystis jirovecii. Es importante estar
familiarizado con la morfologia de esta especie flingica y sus caracteristicas tintoriales

para un correcto diagnostico [22,23].

Cultivo. El diagndstico definitivo esti basado en el aislamiento y la identificacion de H.
capsulatum a partir de las muestras clinicas. Las muestras se siembran en medios de
agar Sabouraud, Lactrimel, BHI, y se incuban a 28°C y 37°C tratando de reproducir las
dos fases del hongo. Con respecto al hemocultivo, se utiliza la técnica de lisis-
centrifugacién. Para ello, la sangre se coloca en un tubo cénico con anticoagulante y

saponina al 5%, se centrifuga y el sedimento se cultiva utilizando los medios descritos.
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Esta metodologia en los pacientes con sida e histoplasmosis resulta la mas efectiva en
la recuperacién de este microorganismo que los medios y técnicas convencionales para
hemocultivos. Aproximadamente el 60% de los hemocultivos son positivos. Es
importante sefialar que los cultivos de la forma filamentosa o fase saprofitica de este
hongo deben manejarse con las mismas consideraciones de seguridad que Coccidioides

spp., pues contiene los elementos infectantes de este microorganismo.

Los cultivos se incuban durante cuatro a ocho semanas y requiere de laboratorios con
nivel 3 de bioseguridad [22,23]. La identificacion se realiza observando las
caracteristicas microscépicas y macroscoépicas del cultivo de ambas formas del hongo

(saprofitica y parasitaria) ya mencionadas.

Deteccién de anticuerpos. Las pruebas serolégicas han tenido un rol importante en el
diagndstico de la histoplasmosis, pero su sensibilidad depende de la inmunidad del
paciente y de la etapa y forma clinica de la enfermedad. Las técnicas estandar de
deteccion de anticuerpos incluyen la fijacion de complemento y la doble inmunodifusion
en gel, aunque el inmunobloting y los enzimainmunoensayos también pueden ser
utilizados aunque no se encuentran validados [24-28]. El antigeno mas ampliamente
utilizado en dichos ensayos es la HMN, la cual se obtiene a partir del filtrado del
sobrenadante de cultivo de la fase micelial del hongo y contiene, principalmente, los
exoantigenos proteicos H y M y el antigeno polisacarido C (C-Ag). Sin embargo, las
desventajas que tiene la realizacion de estas pruebas diagnésticas que utilizan HMN son

mdltiples.

Por un lado, los métodos actuales para la produccion de dicho exoantigeno resultan
problematicos en términos de reproducibilidad, especificidad, estabilidad y
estandarizacion [29]. Por otro lado, pueden producirse falsos positivos debido a
reacciones cruzadas con antigenos similares en pacientes con blastomicosis,
coccidioidomicosis, paracoccidioidomicosis, aspergilosis, candidiasis, criptococosis y
tuberculosis [30]. Por otro lado, los ensayos de inmunodifusién y fijacién de complemento
no resultan apropiados para la deteccién de anticuerpos en pacientes inmunosuprimidos
debido a que su capacidad de montar una respuesta humoral se encuentra limitada y la

sensibilidad de estas técnicas es baja.

Pruebas moleculares. Los métodos moleculares como la nested-PCR del gen Hc100
constituyen alternativas para su diagnéstico, pero no han sido suficientemente validados,
los costos son elevados y no hay disponibles equipos comerciales. Ademas, la
sensibilidad para la identificacién de la histoplasmosis progresiva diseminada es baja
(10-69%) [31].
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Deteccién de antigenos. La deteccion de antigenos no solo es Util para diagnosticar las
formas graves de histoplasmosis sino también para monitorear la eficacia del tratamiento
[32]. Otra ventaja adicional, es que pueden ser detectados mas rapido que usando el
cultivo del hongo, el cual —como se menciond anteriormente- puede demorar 4-8

semanas, y requiere de laboratorios con nivel 3 de bioseguridad [22,23].

Cabe destacar que a nivel internacional existe la empresa Miravista, en Indianapolis, EE.
UU., que si bien no comercializa ningun kit de diagnostico para la histoplasmosis, acepta
derivaciones de distintas partes del mundo para realizar ellos un ELISA in house tipo
sandwich. El mismo lo desarrollaron a partir de anticuerpos policlonales de conejos
obtenidos mediante la inmunizacién de dichos animales con levaduras muertas de cepas

norteamericanas de H. capsulatum [33].

Con respecto al ELISA comercial actualmente utilizado en el diagnéstico directo, existe
desarrollado solamente un sistema basado en la reactividad de un anticuerpo
monoclonal frente al antigeno de pared galactomanano (empresa IMMY, Oklahoma,
USA) que no se encuentra disponible comercialmente en la mayoria de los paises del
mundo, aunque en nuestro pais comenzo a comercializarse en 2019 pero a un costo que
lo hace inaccesible para la mayoria de los centros de salud. Ademas de que su costo
comercial es elevado, solo se encuentra validado para el analisis de muestras de orina
y presenta numerosas reacciones falsas positivas con otros hongos causantes de

enfermedades similares a la histoplasmosis [34].

Este nuevo kit de ELISA desarrollado por la empresa IMMY con anticuerpos
monoclonales anti-galactomanano, ha mejorado los valores de sensibilidad y
especificidad respecto al ELISA anterior que utilizaba los anticuerpos policlonales
obtenidos de suero de conejos inmunizados con H. capsulatum, similar a Miravista (62%
y 79%, respectivamente vs 97% y 98%, respectivamente), y ha sido solo validado en
Colombia y Guatemala [35]. De ahi, que uno de los objetivos de nuestro grupo de
investigacién en Micologia es desarrollar nuevos inmunoensayos de alta sensibilidad y
especificidad y de bajo costo para el diagnéstico de la histoplasmosis destinada
fundamentalmente a los pacientes con alto riesgo de desarrollar las formas clinicas méas
graves de la enfermedad como son los pacientes inmunosuprimidos (en donde el
diagndstico mediante la busqueda de anticuerpos tiene baja sensibilidad y la busqueda

de antigenos constituye la metodologia apropiada).

La falta de disponibilidad de kits para el diagndéstico de la histoplasmosis, e incluso el
alto costo del Unico comercialmente disponible en pocos paises (IMMY) es un
impedimento para que los pacientes reciban un diagnostico certero y precoz para poder
acceder a la terapéutica de esta enfermedad que puede alcanzar una extensa
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morbilidad, discapacidad y mortalidad (>80%) en las sociedades mas vulnerables y
marginadas. En Sudameérica, por €j., debido al desconocimiento y a la FALTA de medios
diagnésticos, la histoplasmosis progresiva diseminada encabeza la lista de muertes
relacionadas al sida; y los pacientes continGan muriendo por una enfermedad
TRATABLE.

Debido a ello, consideramos que nuestro trabajo en el campo de la histoplasmosis tendra
impacto local, regional y global concreto con altas probabilidades de transferencia y
aplicacion en el corto-mediano plazo. Se espera con nuestros desarrollos a partir de la
expresion de diferentes antigenos recombinantes como el de la presente tesis contribuir
a la prevencion y reduccion eficaz de la carga sanitaria, social y econdmica de esta

enfermedad.

1.7 Hcp100

La proteina fungica de 100 kDa de H. capsulatum (Hcp100), un miembro de la familia de
proteinas pl00 [36], caracterizadas por la presencia de multiples dominios
Staphylococcal nuclease like (simil SNasa) dispuestos en tandem y un dominio tudor
(figura 9). La Hcpl00 es una proteina reguladora que juega un rol esencial en la
adaptacién y supervivencia del hongo en el interior del macréfago [37,38]. Es
considerada una potencial candidata para el desarrollo de nuevos inmunoensayos
especificos para el diagnéstico de la histoplasmosis [38]dado que su deteccion por PCR
anidada no presenta reacciones cruzadas con secuencias de proteinas de otras
especies flngicas frecuentemente involucradas en infecciones sistémicas
(Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis y Blastomyces dermatitidis), en
hongos causantes de micosis oportunistas (géneros Aspergillus, Cryptococcus, Candida

y T. marneffei) y de micobacterias (Mycobacterium spp.) [39,40].

En relacion a la proteina Hc100 de H. capsulatum, nuestro grupo de investigacion ha
desarrollado un clon de Pichia pastoris productor de la proteina Hc100 a escala de los
mg con una pureza mayor al 90% [41]. Con dicha proteina recombinante nuestro grupo
puso a punto un ELISA indirecto que se lo validé con muestras de sueros de individuos
normales y de pacientes con histoplasmosis y otras infecciones, obteniéndose una
sensibilidad y especificidad de aproximadamente el 80% y 85%, respectivamente,
valores que se podrian mejorar mediante la expresion de un péptido recombinante
especifico derivado de la Hcp100 que esté solamente presente en H. capsulatum y no

en otros hongos, tal como se observo para otros agentes de micosis relacionadas.

Videla Garrido, Agustin.

DNI: 41.588.604 16



Por otro lado, obtuvimos anticuerpos policlonales de raton anti Hcpl00, luego de
inmunizar a estos animales con la proteina recombinante Hcpl00 pura, los cuales se
utilizaron para hacer dot blot y determinar las bondades de usar anticuerpos especificos
para dicho antigeno en muestras de orina de pacientes con HD con resultados
satisfactorios (figura 10) [41]. Dichos anticuerpos se utilizaran para desarrollar un ELISA
sandwich de deteccion de antigeno junto con nanoanticuerpos VHH de camélidos, que
seran seleccionados también usando el mismo péptido especifico derivado de Hcp100,

que se propuso obtener en el presente proyecto de tesina de licenciatura.

SNasa like I-1V Tudor

Unién a oligonucledtidos/oligosacaridos Unién a ARN

Figura 9. Estructura de la proteina Hcp100.

1 2 3 4 5 6 7

Figura 10. Deteccion de Hcp100 en orina de 6 pacientes con HD (1-6) en comparacién con el
control negativo (pool de 20 orinas de pacientes sanos (7). Los resultados estan por duplicado.

2. OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

La proteina Hcpl100 posee regiones conservadas especificas para diferentes especies fungicas
patdégenas para el ser humano, lo que permite obtener antigenos y anticuerpos especificos para
el desarrollo de métodos de diagndéstico para las diferentes micosis. Basado en ello es que el
presente proyecto examina la hipétesis de que la produccion de un péptido recombinante de la
proteina Hcpl00 especifico para H. capsulatum constituye una herramienta biotecnolégica
vélida, eficaz y sustentable para el disefio y desarrollo de nuevos inmunoensayos para el
diagndstico de la histoplasmosis con alta sensibilidad y especificidad. Otra hipétesis del presente
proyecto es que la bacteria Escherichia coli BL21 constituye una herramienta biotecnolégica
véalida para la produccién de dicho antigeno como proteina de fusion a MBP (Maltose Binding

Protein) que se obtendra con alto grado de pureza y rendimiento para ser utilizado en el
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desarrollo de nuevos inmunoensayos para el diagnéstico de las distintas formas clinicas de

histoplasmosis.

2.2 Objetivos generales

Producir un péptido recombinante a partir de la proteina Hcp100 de H. capsulatum para ser

utilizado como herramienta para el desarrollo de nuevos inmunoensayos de alta sensibilidad y

especificidad para el diagndéstico temprano de la histoplasmosis, fundamentalmente en pacientes

inmunosuprimidos susceptibles a desarrollar las formas diseminadas de la enfermedad. Se

utilizara como plataforma de expresion la bacteria E. coli BL21 y como antigeno una regién

especifica de Hcp100 de H. capsulatum que sera seleccionada mediante analisis bioinformatico.

2.3 Objetivos especificos

>

Identificar y seleccionar una regién especifica de Hcpl100 de H. capsulatum mediante
andlisis bioinformatico.

Expresar el fragmento seleccionado de la Hcpl00 en la bacteria E. coli BL21 como
proteina de fusién a maltosa (fHcp100-MBP).

Purificar el péptido recombinante obtenido fHcp100-MBP mediante cromatografia de
afinidad con amilosa.

Eliminar el dominio MBP del fragmento fHcp100-MBP utilizando una proteasa especifica.

Purificar el péptido obtenido fHcp100 mediante cromatografia de intercambio catiénico.
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3. MATERIALES Y METODOS

NOTA: la composicién cuali y cuantitativa de los medios de cultivo y soluciones empleados en
los ensayos experimentales desarrollados durante el transcurso de la presente Tesina se

encuentran en la seccion “Anexo”.

3.1 Identificacion y seleccién de una region especifica de Hcp100

Para identificar un fragmento de Hcpl00 especifico de H. capsulatum se tuvo en cuenta la
similitud de la secuencia proteica de Hcp100 con proteinas ortdlogas. Para ello, se realizé un
BLAST de la secuencia de Hcp100 (Cdédigo de acceso UniProt; O60040) contra la base de datos
UniprotKB Reference Proteomes y Swiss-Prot utilizando un E-Threshold de 10. De las
secuencias encontradas se seleccionaron ortélogos de las diferentes especies flungicas
frecuentemente involucradas en infecciones sistémicas (P. brasiliensis, C. immitis, B.
dermatitidis), de hongos causantes de micosis oportunistas (géneros Aspergillus, Cryptococcus,
Candida, y T. marneffei), de hongos que infectan insectos y plantas y de la ortéloga humana.
Para evaluar la diversidad intraespecie se utilizaron las secuencias proteicas de Hcp100 de otros
clados de H. capsulatum. Mediante la herramienta tblastn se obtuvieron las secuencias proteicas
predichas a partir de los genomas de H. capsulatum disponibles en las bases de datos RefSeq
Genome Database y Whole-genome Shotgun Contigs del NCBI. Ademas, se utilizaron las
secuencias proteicas obtenidas en estudios de transcriptomas de diferentes clados de H.

capsulatum [52].

El alineamiento mdultiple de las secuencias proteicas se realizo utilizando la herramienta Clustal
Omega [42] y se visualizaron en el programa UGENE [43]. Las matrices de identidad porcentual
se obtuvieron mediante el programa MEGA 11 [44] con MatGat utilizando de parametros una
matrix BLOSUM50, First Gap 12, Extending gap 2.

Ademds de la especificidad, para seleccionar la secuencia candidata se tuvo en cuenta la
prediccién de las estructuras secundaria y terciaria y la prediccién de péptidos antigénicos
derivados de Hcpl00. Para la predecir la estructura secundaria de la Hcp100 se utilizaron las
herramientas PSIPRED v3.3, JPred y Pfam [45,46] mientras que para predecir la estructura
terciaria de la proteina se utilizé el servidor I-TASSER [47]. Para evaluar la antiginecidad se utilizé
el paqguete de herramientas ofrecidas en el Immune Epitope Database and Analysis Resource
(IEDB) del Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas del National Institute of
Health (NIAID, USA). Especificamente, para predecir epitopes lineales de células B se utilizé la
herramienta Antibody Epitope Prediction con el método Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0.

Para predecir epitopes discontinuos teniendo en cuenta la estructura tridimensional de la
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proteina se utilizo la herramienta DiscoTope y ElliPro (predice epitopes basado en la protrusién
de estructuras). Las regiones antigénicas putativas se seleccionaron utilizando el programa
PROMALS3D (alineamiento de estructuras).

3.2 Construccion genética

El gen correspondiente al fragmento de HcplOO junto con una etiqueta de afinidad por
poliestireno [48] fue sintetizado utilizando el algoritmo OptimunGene™ (GenScript, USA) para
optimizar la frecuencia del uso de codones para su posterior expresion en la bacteria E. coli.
Dicha secuencia se cloné entre los sitios de restriccion Ndel y BamHI del vector de expresion en
bacterias pMAL-c5E (New England BioLabs Inc.) (figurall. A.), rio abajo del gen malE, el cual
codifica para la proteina de unién a maltosa (MBP), resultando en la expresiéon de la MBP

fusionada al fragmento de Hcp100.

Promotor tac 5

Sac |
Aval

Enterokinasa

<7 __— | Kpnl
/ Nde |
SitioTEV

Terminador rrnB | BamH |

Promotor tac Operador lac
- TT GAC AAT TAA TCA TCG GCT CGT ATA ATG TGT GGA ATT GTG AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA AAC AGC CAG TCC GTT TAG GTG TTT TCA CGA GCA ATT

rbs MBP Sacl
GAC CAA CAA GGA CCA TAG ATT ATG AAA ATC GAA ... 1068bp ... GCC CTG AAA GAC GCG CAG ACT AAT TCG AGC TCG AAC AAC AAC AAC AAT AAC AAT AAC AAC
( | E ..3%ama. A L K D A Q TNSZS S S N NNNNNNNN

Aval Kpn 1 Nde | Neo | Not 1 EcoRV  Sall  BamH1 EcoR1 Pstl Hind 111
AAC CTC GGG GAT GAC GAT GAC AAG GTA CCG CAT ATG TCC ATG GGC GGC CGC GAT ATC GTC GAC GGA TCC GAA TTC CCT GCA GGT AAT TAA ATA AGC TTC
NLGD DDDK VP HMSM G GRDI VYD G S ETF P A GNsw»
Sitio de clivado de
la enterokinasa

Figura 11. A. Esquema del vector pMAL-c5E_fHcp100. Puede identificarse el gen que codifica para el
represor Lac (Lac 1), el promotor del gen tac, el operador Lac (lac O), el sitio de unién del ribosoma (RBS),
el gen que codifica para la proteina de unién a maltosa (MBP), un sitio de clonado miiltiple (MCS),
flanqueado por un sitio de corte de la enteroquinasa y el terminador de la transcripcion rrnB, la construccién
genética del fragmento de Hcp100 (fhcpl00), la etiqueta de afinidad a poliestireno (PS) y el sitio de corte
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para la proteasa TEV (TEV), un gen de resistencia a ampicilina (AmpR) y un origen de replicacion en
bacterias (pBR322 Ori). B. Sitio multiple de clonado del vector pMAL-c5E.

3.3 Transformacion de bacterias E. coli

El plasmido pMAL-c5E que contiene a la secuencia nucleotidica del fragmento seleccionado de
Hcpl00 mediante andlisis bioinformatico (pMAL-c5E_frHcpl00) se utilizd para transformar
bacterias E. coli DH5a quimiocompetentes. Posteriormente, una vez aislados los plasmidos, el

PMAL-c5E_frHcp100 se lo utilizo para transformar la cepa de expresion de E. coli BL21 (DES3).

3.3.1 Preparacion de bacterias quimiocompetentes

1. A partir de un cultivo liquido de E. coli DH5a se inoculd 1 ml en 100 ml de medio Luria-
Bertani (LB) sin antibidtico con baja concentracion salina.

2. Se incubé a 37 °C con una velocidad de agitacion de 250 rpm hasta obtener valores de
DO600 comprendidos entre 0,250-0,300.

3. Se fracciono el contenido en tubos Falcon de 50 mly se incubé por 15 min en hielo.
4. Se centrifugé a 4000 rpm durante 10 min a 4 °C.
5. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendié cuidadosamente el pellet en 15-20 ml de

solucién de CaClz2 0,1 M fria.

6. Se incubé en hielo 30 min.
7. Se centrifugd nuevamente a 4000 rpm durante 10 min a 4 °C.
8. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendié cuidadosamente el pellet en 3 ml de

solucién de CaCl2 0,1 M con glicerol 15% p/v.

9. Se fraccion6 todo el contenido anterior en tubos de microcentrifuga de 1,5 ml estériles
en alicuotas de 50 pl. Se almacenaron a -20 °C durante 16 hy luego a -80 °C.

Transformacién de bacterias:

1. Se adiciono6 1 pl del plasmido del plasmido pMAL-c5E_frHcp100 en 50 ul de las bacterias
E. coli quimiocompetentes obtenidas en el item anterior y se homogeneizé.

2. Se incubé durante 40 min en hielo.

3 Se procedi6 a realizar el shock térmico incubando 45 s a 42 °C y luego 5 min en hielo.
4 Se afadieron 900 pl de medio SOC.

5. Se incub6 1 h a 37 °C en agitacion constante.

6 Se centrifugé a 10 000 rpm durante 2 min a temperatura ambiente.

7 Se descartaron 850 pl de sobrenadante y se resuspendio el pellet con los 50 pl restantes

de medio de cultivo.
8. Se sembraron las bacterias transformadas en placas conteniendo medio LB agarizado
con ampicilina 100 pg/ml, y se incubaron durante 16 h a 37 °C.
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3.3.2 Minipreparaciones de DNA (Minipreps) (Sambrook and Russel, D, 2001) [49]

Las minipreparaciones de DNA constituyen un método de extraccion y purificacion de plasmidos
recombinantes a partir de un cultivo de bacterias transformadas.

Preparacién de células:

1. Se inocul6d una colonia simple de bacterias transformadas en 5 ml de medio LB de baja
concentracioén salina con ampicilina 100 pug/ml, y se incubd con agitacion vigorosa durante toda
la noche a 37 °C.

2. Se obtuvieron alicuotas de 1,5 ml del cultivo y se centrifugaron a maxima velocidad por
30sa4-°C.

3. Se descarté el sobrenadante y se dejo a secar el pellet bacteriano a temperatura
ambiente.

Lisis celular:

4. Se resuspendio el pellet bacteriano obtenido en el item anterior en 100 pL de solucion

de lisis alcalina fria y se agité vigorosamente con vértex.

5. Se afiadieron 200 pl de solucién 1l de lisis alcalina preparada en el momento y se mezclé
el contenido rapidamente por inversién varias veces.

6. Se incub6 durante 5 min en hielo.

7. Se afiadieron 150 pul de solucion 1l de lisis alcalina y se mezclé el contenido por inversion
varias veces.

8. Se incub6 nuevamente durante 5 min en hielo.

9. Se centrifugd a maxima velocidad durante 5 min a 4 °C y se transfiri6 el sobrenadante a
otro tubo de microcentrifuga.

Recuperacién del DNA plasmidico:

10. Se precipitd el acido nucleico por adicion de 2 volimenes de etanol absoluto y se
centrifugé a méaxima velocidad durante 5 min a 4 °C.

11. Se removio el sobrenadante y se dejé secar el pellet obtenido a temperatura ambiente.

12. Se resuspendio el pellet con 1 ml de etanol al 70% se centrifugd a maxima velocidad
durante 2 min a4 °C.

13. Se removio al sobrenadante y se dejé secar el pellet a temperatura ambiente.

14, Se resuspendi6 el pellet en 50 ul de buffer Tris-EDTA pH 8,0 con 20 pg/mL de RNAsa A
libre de DNAsa (RNAsa pancreatica) y se almacend a -20 °C.

15. Se cuantifico el DNA plasmidico obtenido mediante el espectrofotometro de
microvolimenes UV-Visible NanoDropTM 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA).
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3.4 Transformacion de bacterias E. coli BL21 (DE3)

3.4.1 Transformacion de bacterias E. coli BL21 (DE3) por el método quimico
Se procedié de acuerdo a lo descripto anteriormente con las bacterias E.coli DH5a.

3.5 Expresion de frHcpl100-MBP en E. coli
3.5.1 Evaluacion de la expresion de frHcp100

1. Se inocul6 una colonia de E. coli BL21 (DE3) del clon de interés en 3 ml de medio LB con
ampicilina 100 pg/ml y se incub6 a 37°C con agitacion vigorosa durante 16 h. Como control
negativo se utilizé un cultivo de E. coli BL21 (DES3) sin transformar.

2. A partir del precultivo obtenido en 1) se larg6 un cultivo de 3 ml de medio LB con ampicilina
100 pg/ml con una DOeoonm inicial = 0,15 y se incubd a 37°C con agitacion vigorosa.

3. Cuando el cultivo alcanz6 una DOsoonm = 0,400-0,800 se agregd isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG) en una concentracion final de 0,5 mM. EIl IPTG es un analogo
de la lactosa, utilizado para inducir la expresién génica en E. coli, al eliminar un represor del
operén lac.

4. Se incub6 a 37 °C con agitacion vigorosa durante 4 h. Como control negativo de induccion
se utilizé un cultivo del clon de interés sin inducir.

5. Para evaluar la expresion de la frHcp100 se tomd una alicuota de 35 pl cultivo, se centrifugé
al maximo por 1 minuto, se descart6 el sobrenadante, y se resuspendio el pellet en 15 ul de
buffer de carga (compuesto de una solucion de DTT 0,1M, tris HCI 0,5 M pH 6,8, SDS 10%
p/v, azul de bromofenol y glicerol).

6. Luego de calentar a 95 °C durante 5 min, las muestras fueron sembradas en un gel de
poliacrilamida al 12% en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) junto con un
marcador de peso molecular pretefiido (ProteinRuler® Il, Transgenbiotech). Se procedid al
fraccionamiento electroforético en buffer de corrida a 100 V durante 90 min y se tifié con
Coomasie-blue R-250.

3.5.2 Andlisis de la solubilidad de frHcp100-MBP

1. Siguiendo el protocolo descrito en el item anterior se indujeron cultivos de 40 ml de los
clones productores a dos temperaturas, 28°C y 37°C, durante 16 o 4 horas,
respectivamente.

Finalizada la induccién, se centrifugaron los cultivos a 10 000 x g por 10 min.

3. Se descarto el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 4 ml de Tris-HCI 20 Mm,
pH=8,0 frio.

4. Se agregaron 4 pl de cocktail de inhibidores de proteasas 1000 X (Sigma).

Se procedi6 a la lisis celular mediante sonicacién (tip de 3,2 mm, potencia 14) durante

10 min con pulsos de 10 s seguido de 20 s de descanso en hielo.
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6. Ellisado se centrifugdé 10 min a 10 000 x g a 4-10°C en una centrifuga Sorvall con un
rotor SS-34.

7. Se separ6 el sobrenadante correspondiente a la fraccion soluble y el pellet
correspondiente a la fraccion insoluble se resuspendié en 4 ml de Tris-HCI 20 mM.

8. De ambas fracciones se tom6 una muestra de 5 pl, se le adicion6 4 ul de buffer de carga
4X, 1,6 ylde DTT 1My 4,4 ul de agua destilada, se calenté 5 min a 95°C y se analizé

mediante electroforesis en SDS-PAGE 12% coloreado con Coomasie-blue R-250.

3.5.3 Purificacion de frHcp100-MBP por cromatografia de afinidad con amilosa

La proteina de fusién frHcp100-MBP se purific6 mediante cromatografia de afinidad utilizando

una resina de amilosa. Para ello:

1. Se equilibraron 35 ml (1 V) de resina con 5 V de buffer columna (Tris-HCI 25 mM pH 8,
NaCl 150 mM), y se paso la fraccion soluble del cultivo inducido.

2. La columna se lavd con buffer columna hasta que se dejé de detectar proteinas en el
flow-through (aproximadamente 12 V).
Se realizé la elucién con 50 ml de buffer columna conteniendo maltosa 20 mM.
Se lavé la resina con 100 ml de buffer columna.
Se pas6 por la columna el flow-through de la fraccién soluble y se repiti6 el lavado y la
elucion.

6. La resina se regener6 con 3 V de agua, 3 V de SDS 0,1%, 3V de SDS 1% y 3 V de
etanol 20%.

7. Setomaron muestras de todas las fracciones de la purificacion y se analizaron mediante
fraccionamiento electroforético en SDS-PAGE al 12% coloreado con Coomasie-blue R-
250.

3.5.4 Digestion de frHcp100-MBP con la proteasa TEV

Se realizo la digestion proteica sobre la proteina frHcpl00-MBP purificada, de acuerdo al

siguiente protcolo:

1. La proteina frHcp100-MBP se dializé durante la noche a 4°C frente a Tris-HCI 50 mM
(pH 8,0), EDTA 0,5 mM, DTT 1 mM y SDS al 0,1%.

2. Se afiadi6 la proteasa TEV recombinante (27 kDa) y se incubd durante 16 h a 20°C.

Como control de la reaccion de digestion, se analizé una fraccion sin digerir con la proteasa
TEV.
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La eficiencia del corte se analiz6 mediante fraccionamiento electroforético en SDS-PAGE

12% coloreado con Coomasie-blue R-250.

3.5.5 Purificacion de frHcp100 por cromatografia de intercambio catiénico

La purificacion de frHcp100 se realizé mediante cromatografia de intercambio ionico utilizando la

columna catiénica MiniChrom Fractogel COO(M) de 1 ml (Merck). Para ello:

1.

o > v DN

La columna se lavé con 10 ml de agua desionizada y se equilibré con 10 ml de Buffer A
(Tris-HCI 20 mM pH 7,5).

Luego de equilibrar la columna, se afiadi6 MBP-fHcp100 digerida con la proteasa TEV.
Se lavé con 10 ml de Buffer Ay con 5 ml de Buffer A adicionado con NaCl 50mM.

Se procedi6 a eluir con 3 ml de Buffer A adicionado con NaCl 1 M.

La columna se lavé con 10 ml de Buffer A adicionado con NaCl 2M y con 10 ml de agua
destilada y se guardd en etanol 20%.

Las muestras de las distintas fracciones de la purificacion se analizaron por

cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC) con una columna de fase reversa C18.
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4. RESULTADOS

4.1 Expresién y purificacion de un péptido derivado de Hcp100

4.1.1 Identificacion y seleccién de una regién especifica de Hcp100

Para identificar las regiones de Hcp100 especificas de H. capsulatum se obtuvieron de diferentes

bases de datos las secuencias aminoacidicas de proteinas homoélogas presentes en diferentes

especies fangicas frecuentemente involucradas en infecciones sistémicas (P. brasiliensis, C.

immitis, B. dermatitidis), en hongos causantes de micosis oportunistas (A. fumigatus, C.

neoformans, y T. marneffei) y en otros hongos causantes de enfermedades en humanos.

Ademas, se obtuvo la secuencia homéloga de Hcp100 en humanos.

Tabla 1. Comparacion de las proteinas homélogas a Hcp100.

Cédigo de Especie Nombre Longitud Identidad Similitud

acceso (residuos) (%) (%)

060040 Histoplasma p100 840 100 100
capsulatum

AOA2B772SJ2 Emmonsia Proteina no 883 89,4 96,7
crescens caracterizada

C5GHK6 Blastomyces Factor de 883 88,6 96,3
dermatitidis transcripcion

AOA1J9PSF7 Emergomyces Proteina no 883 87,8 96,4
pasteurianus caracterizada

C1GJio Paracoccidioides Proteina no 848 77,7 89,7
brasiliensis caracterizada

AOA178F4Y8 Trichophyton Factor de 883 71,9 90,3
rubrum transcripcion

V5FDN4 Paecilomyces Snd1/p100 885 71,5 90,8
variotii

E9ODBP2 Coccidioides Factor de 880 70,9 91,1
posadasii transcripcion
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AOAOF4Z0EG6 Rasamsonia Snd1/p100 887 70,1 91,3
emersonii

Q4WUQO Aspergillus Snd1/p100 980 67,1 89,1
fumigatus

H6BXN7 Exophiala Proteina no 880 66,4 89,3
dermatitidis caracterizada

B6QEB4 Penicillium Snd1/p100 882 65,6 89,0
marneffei

AOA1C1D2N1 | Cladophialophora | Proteina no 880 64,9 89,4
carrionii caracterizada

Q5KMA4 Cryptococcus Factor de 880 62,1 86,6
neoformans transcripcion

AOA0C2IX88 Sporothrix Proteina no 884 54,9 80,3
brasiliensis caracterizada

Q7KZF4 Homo sapiens Sndl 910 36,8 65,4

También se analizaron las secuencias Hcp100 de distintas cepas (G217B, G186AR, H88, H143,
Tmu) y clados de H. capsulatum (NAm1, NAm2, Panama, Africa), teniendo en cuenta los
genomas y transcriptomas [50] disponibles (Tabla 2), para asegurarnos que la regién de Hcp100

especifica de H. capsulatum que se seleccionara, esté presente en todas las cepas y clados de

dicha especie flngica.

Tabla 2. Matriz de identidad porcentual de las secuencias aminoacidicas de Hcp100 de las distintas cepas

de H. capsulatum analizadas con el programa MEGA 11.

G186A | G186AR_ G217B_
tr H88 | H143 | WU24 | G217B tr Tmu
G186AR | 100,0
G186AR_
tr 100,0 100,0
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H88 99,0 99,0 100,0

H143 98,6 98,6 99,4 100,0

wu24 98,4 98,4 98,3 98,0 100,0

G217B 92,7 92,7 93,0 92,7 92,5 100,0

G217B_tr 99,0 99,0 98,9 98,5 98,6 92,2 100,0

Tmu 93,8 93,8 93,8 93,5 93,3 95,7 93,7 100,0

Una vez realizado el alineamiento de las secuencias aminoacidicas de Hcpl00 de distintas
especies fungicas y distintas cepas/clados de H. capsulatum con el algoritmo Clustal Omega
(UGENE) se observd que las zonas correspondientes a los dominios SNasa-simil y al dominio
SNasa-tudor tenian alta conservacion entre todas las especies. Por el contrario, la region entre
ambos dominios mostraba una mayor variabilidad interespecie a la vez que se mantenian
conservadas en los distintos clados/especies filogenéticas de H. capsulatum. Debido a ello es
que dicha regién fue seleccionada como candidata para la expresion de un péptido especifico de
H. capsulatum (figura 12).

Posteriormente, al utilizar la herramienta de prediccion de epitopes B del IEDB en la secuencia
aminoacidica de Hcp100 se evidencid que el péptido seleccionado contiene al menos un epitope
lineal (figura 13). Asimismo, de acuerdo al andlisis cuantitativo del grado de hidrofobicidad o
hidrofilicidad de los aminoacidos del péptido, (ProteScale, Hphob. / Kyte & Doolittle), se mostré
que el mismo posee alta hidrofilicidad, lo cual sugiere que ese péptido antigénico podria ser a su
vez potencialmente reconocido por anticuerpos especificos. encuentra en una zona de (figura
14).
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Figura 12. Analisis de regiones conservadas en Histoplasma capsulatum.
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Figura 13. Prediccién de epitopes B lineales de Hcp100 utilizando las herramientas del (IEDB - Bepipred
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Figura 14. Perfil de hidrofilicidad de Hcp100 obtenido mediante la aplicacion del método Kyte & Doolittle.

El circulo rojo muestra la region candidata para expresar como péptido de fusibn a MBP. En el perfil de
hidrofilicidad se grafico la hidrofilicidad en funcién de la posicion aminoacidica.

Score
A

4.1.2. Construccion genética del péptido de Hcp100

El gen correspondiente al péptido de HcplOO (frHcpl00) de H. capsulatum clado NAmM2
(UniprotkB ID: 060040) optimizado para la expresion en E. coli fue sintetizado por la empresa
GenScript utilizando el algoritmo OptimunGene™ (GenScript). En el extremo 5’ de la secuencia
se agreg6 una secuencia que codifica para un péptido de union a poliestireno (PS-tag) [41]
seguido de un linker de 4 glicinas. Para su posterior clonado en dicho vector se agregaron los
sitios de corte Ndel y BamHI en sus extremos 5° y 3’, respectivamente. En la Figura 15 se
muestran las secuencias aminoacidica y nucleotidica de la construccion sintetizada. En la figura
16, se muestra el resultado de la digestion enzimatica obtenida con la endonucleasa de
restriccibon BamHI de 3 clones positivos. El tamafio del plasmido digerido, que posee una
conformacion lineal, es de 5,8 kb y la del plasmido sin digerir (conformacion superenrollada) es

inferior, tal como es de esperar por su conformacion.

Una vez obtenida la construccion pMAL_c5e_frHcpl100, la misma se utiliz6 para transformar E.
coli DH5a quimiocompetentes. Luego de obtener los clones transformantes, los plasmidos se
purificaron mediante minipreparaciones y se utilizaron para transformar la cepa de expresion de
E. coli BL21 (DE3).
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>PS-Hcp100_pep (aa)
HMENLYFQSRAFIASRRIRRPGGGGGETVATNGK®

>PS-Hcp100_pep (nt)
CATATGGAGAACCTGTACTTCCAGAGCCGTGCGTTTATCGCGAGCCGTCGTATTCGTCGTCCGGGTGGCGGTGGCGGTGAAAC
CGTGGCGACCAACGGCAAGTAAGGATCC

Figura 15. Secuencia aminoacidica (superior) del péptido Hcpl100 fusionada al PS-tag mediante un linker
de 4 glicinas a partir de la cual se obtuvo la secuencia nucleotidica (inferior) optimizada para su expresion
en E. coli. En azul se muestra el sitio de corte Ndel y en rojo el sitio de corte BamHI.

Digerido No digerido

M 1 2 3 1 2 3

21,2kb

5,0kb
4.3kb
3,5kb 4

78kB
1

,4kb

Figura 16. Digestion del plasmido pMAL-c5e_PS-Hcp100_pep con la enzima de restriccion BamHI obtenido
a partir de 3 clones de E. coli DH5alfa transformadas con el plasmido. M: marcador de tamafio molecular
de 1 kb.

4.2 Cultivo y expresion del péptido de Hcp100 fusionado a MBP en E. coli
4.2.1 Evaluacion de la expresion de los distintos clones

Se realiz6 una induccién en medio LB de los tres clones para corroborar su expresién en distintas
condiciones. Las fracciones totales de estos cultivos de pMAL_pepHcp100 fueron recolectadas
luego de 4 o0 16 h de induccién y analizadas por electroforesis en SDS-PAGE 12%. En la figura
17, se observan las distintas fracciones proteicas obtenidas en los distintos clones de E.coli BL21
tras inducir la expresion del péptido luego de ser sembradas en un gel de poliacrilamida al 12%
tefiido con Coomassie blue R-250. Es de destacar la presencia de una banda intensa de 46 kDa
en los clones de E.coli BL21 a las 4 h como a las 16 h post-induccién, el cual coincide con el

peso esperado para el péptido de Hcp100 fusionado a MBP.
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Figura 17. Gel de SDS-PAGE al 12% con tincion con Coomassie Blue R-250 donde se muestra la expresion
de MBP-pepHcp100 en E. coli BL21. M: marcador de peso molecular; S/T: E. coli BL21 sin transformar
(salvaje); S/I: E. coli BL21 MBP-pepHcpl00 clon 1 sin inducir; 1-3: clones 1-3 de E. coli BL21 MBP-
pepHcpl100; C+: Control positivo de induccion, BL21-pMAL-c5e.

4.2.2 Evaluacion de la solubilidad

Posteriormente, se procedié a estudiar si el péptido de interés se encuentra presente en la
fraccion soluble o insoluble del lisado celular, mediante un ensayo de evaluacion de la solubilidad
de los clones recombinantes en dos condiciones distintas: 4 horas a 37°C y 16 horas a 28°C. En
la figura 18, se observan las distintas fracciones proteicas obtenidas en las distintas condiciones
de induccion (4 h a 37 °C vs 16 h a 28 °C) tras ser sembradas en un gel de poliacrilamida al 12%
tefiido con Coomassie blue R-250. Es de destacar la presencia nuevamente de una banda
intensa de 46 kDa en todas las fracciones analizadas (fraccion total o FT, fraccion soluble o FS
y fraccion insoluble o FI), la cual se corresponde con el peso esperado del péptido de Hcp100
fusionado a MBP. El hecho de que el péptido se encuentre en altas cantidades en la fraccion FS

es una ventaja para el proceso posterior de purificacion del mismo en altos rendimientos.
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Figura 18. Analisis de la expresion de MBP-pepHcp100 en E. coli BL21 en dos condiciones de induccion.
A partir de cultivos inducidos 4 h a 37°C y 16 h a 28°C se obtuvieron las fracciones totales (FT), solubles
(FS) e insolubles (FI) de ambos cultivos y se analizaron mediante SDS-PAGE al 12% seguido de tincion
con Coomasie-blue R-250. M: marcador de peso molecular; S/T: E. coli BL21 sin transformar (salvaje).

4.3. Purificacién del péptido de Hcp100 fusionado a MBP
4.3.1. Purificacion mediante cromatografia de afinidad con amilosa

Tras el proceso de purificacion del péptido de Hcp100 fusionado a MBP se pudo determinar que
se obtuvieron 402 mg de péptido recombinante por litro de cultivo con una pureza mayor al 98%.
En la figura 19, se observan las distintas fracciones proteicas obtenidas en las distintas etapas
del proceso de purificacion tras ser sembradas en un gel de poliacrilamida al 12% tefiido con
Coomassie blue-R250. Es de destacar la presencia de una banda intensa de 46 kDa, la cual
corresponde al péptido de interés de Hcpl00 fusionado a MBP en todos los eluatos, lo cual

muestra que su pérdida fue minima durante los lavados y los pasos de flow-through.

M FT FS FT1 E1 L1 FT2 E2 L2

120kDa
100kDa
80kDa

60kDa .. .
50kDa

40kDa

30kDa ..

20kDa -

Figura 19. Fracciones del proceso de purificacion de MBP-pepHcpl100 por cromatografia de afinidad por
amilosa corridas en un SDS-PAGE al 12% seguido de tincién con Coomasie-blue R-250. M: marcador de
peso molecular; FT: fraccidn total; FS: fraccion soluble; FT1: flow-through 1: E1: eluato 1; L1: lavado 1; FT2:
flow-through 2; E2: eluato 2; L2: lavado 2.

4.3.1. Separacion del péptido de Hcp100 de la MBP
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Mediante el clivaje con la proteasa TEV se procedi6 a separar MBP del péptido de interés para

gue no interfiera en el desarrollo de los inmunoensayos posteriores [51].

Para ello, luego de dialisar para desalar el eluato obtenido de la purificacién del péptido de
Hcpl00 fusionado a MBP mediante cromatografia de afinidad por amilosa, se procedié a clivar
MBP del péptido con la proteasa TEV, en distintas condiciones, variando la proporcién de
TEV:MBP-péptido (1:20, 1:100y 1:200) y la cantidad de MBP-péptido (0,2; 0,5y 1 ug), a pequefia

escala con la intencion de obtener la condicion de corte 6ptima.

Tras incubar las muestras a 37°C durante 16 h se analizaron posteriormente por SDS-PAGE al
8% seguido de tincion con Coomasie-blue R-250. Como se observa en la figura 20, se logré
separar MBP del péptido de Hcp100 con la proteasa TEV, y la condicion éptima en la que se
obtuvo un alto porcentaje de corte resulté ser aquella en la cual se utilizaron 0,2 ug de proteina

en la mezcla de reaccion y en la relacién 1:20 TEV:MBP-pepHcp100.

TEV:MBP-pep )
M 1:201:100 1:200 s/c

120kDa
100kDa

80kDa

B60kDa we

50kDa e

L e e
skDaliy T = =

i

Figura 20. Clivaje de MBP-pepHcp100 con la proteasa TEV. Distintas relaciones de TEV:MBP-pepHcp100
(1:20; 1:100; 1:200) fueron incubadas a 37°C durante 16 h y luego 0,2 ug de proteina de la mezcla de
reaccion (0,2; 0,5y 1 yg) fueron analizadas por SDS-PAGE al 8% seguido de tincién con Coomasie-blue
R-250. M: marcador de peso molecular; s/c: MBP-Hcp100 sin cortar.

4.3.2. Purificacion del péptido de Hcp100 mediante cromatografia de afinidad tras el clivaje con
la proteasa TEV

El péptido fue purificado mediante cromatografia de intercambio catidnico, y las fracciones

obtenidas fueron evaluadas posteriormente mediante HPLC con una columna de C-18.

Como se observa en la figura 21, en el andlisis del flow through total se detect6 un pico a los 22
minutos, correspondiente a la MBP. También se detecto otro pico a los 4 minutos de elucion, el
cual corresponderia al péptido de Hcpl00. Este Ultimo pico puede observarse a su vez en el

analisis realizado en la fraccién del eluato.
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Figura 21. Andlisis por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) tras la purificacion de Hcp100 tras el
clivaje con TEV para separarla de MBP
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5. DISCUSION

El notable incremento en la incidencia de las infecciones fingicas, como consecuencia
de la aparicién de la pandemia del sida y el aumento de la frecuencia de otras causas
de inmunosupresion grave, ha generado un gran interés por el diagnéstico de las

micosis, tanto superficiales, como invasoras y diseminadas.

Mas de 300 millones de personas padecen enfermedades fungicas graves en todo el
mundo, de las cuales mas de 1,6 millones mueren anualmente debido a ellas, cifra
significativamente superior al del nUmero de muertes por malaria (405.000 muertes/afio),
al del numero de muertes por HIV/sida (1,1 millones de muertes/afio) y similar al nUmero
de muertes por tuberculosis (1,3 millones de muertes/afio), segun la OMS [53]. Los
individuos inmunosuprimidos, entre los cuales se incluyen los HIV/sida,
oncohematoldgicos, trasplantados, y pacientes graves internados en la unidad de
cuidados intensivos por COVID-19 o influenza, entre otros, son los que padecen los
mayores riesgos de padecer estas enfermedades flingicas graves, entre ellas la

histoplasmosis.

Una de las principales causas asociadas a esta triste realidad es la falta de medios de
diagndstico y principalmente la falta de medios de financiacién para combatir a estas
enfermedades flngicas emergentes y ampliamente olvidadas que deberian comenzar a
ser prioritarias. En efecto, la OMS no tiene programas financiados especificamente para
enfermedades flngicas, menos de 10 paises tienen programas nacionales de vigilancia
de infecciones fungicas, y menos de 20 tienen laboratorios de diagndstico de referencia
de hongos. Muchas de las pruebas de diagnéstico que existen (que son escasas) no
estan disponibles en la mayoria de los paises en desarrollo. A raiz de esta situacién se
ha hecho indispensable extender las posibilidades del diagndstico micolégico a la mayor
parte de los centros asistenciales, descentralizando asi esta actividad otrora restringida

a unos pocos lugares.

Debido a ello, es que con nuestro grupo de investigacion del LiDeMi (Laboratorio de
Investigacion y Desarrollo en Micologia) nos dedicamos a producir antigenos
recombinantes y anticuerpos mono y policlonales para el desarrollo de equipos
comerciales de diagnéstico que permitan detectar distintas enfermedades flingicas
graves, comenzando con la histoplasmosis, que es una enfermedad desatendida en

nuestro pais y en la region.
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Una de las medidas sugeridas para afrontar este tipo de enfermedades desatendidas es
mediante la disponibilidad de equipos comerciales de diagnostico que sean eficaces,
asequibles y faciles de usar. Sin embargo, estos son insuficientes y, en otros casos, casi
ausentes o0 econdmicamente muy costosos como sucede con la histoplasmosis, en
donde existe a nivel mundial solamente un método desarrollado para el diagndstico
directo en orina (IMMY formato ELISA; Oklahoma, USA y MIRAVISTA formato lateral
flow assay, LFA, IN, USA) que no se encuentra disponible comercialmente en la mayoria
de los paises del mundo, y en nuestro pais muy pocos hospitales lo tienen debido a su
elevado costo (solo se comercializa el IMMY, cuyo costo es de aproximadamente U$D
1.100 cada placa de 96 pocillos). Ademas, este sistema de detecciébn no permite
diferenciar entre distintas especies fungicas ya que se basa en la reactividad frente a un
componente polisacarido universal presente en la pared flngica de la mayoria de los
hongos, y solo se encuentra validado para muestras de orina, lo que limita también su
uso para la deteccién de formas clinicas fundamentalmente diseminadas de la

histoplasmosis.

Pese a que la ciencia y la tecnologia han avanzado lo suficiente como para proporcionar
métodos diagndsticos para numerosas enfermedades, son muy pocos los disponibles
para diagnosticar la histoplasmosis. Para lograr revertir esta situacion, nuestro grupo de
investigacién multi e interdisciplinario ha comenzado a transitar desde hace mas de 10
afios un camino de transferencia tecnoldgica para la produccién local de antigenos
recombinantes y de nanoanticuerpos VHH para el desarrollo de nuevos inmunoensayos
eficaces y de bajo costo para la deteccion de uno de los agentes infecciosos asociados
a enfermedades graves, endémicas, desatendidas y que afecta a contextos sociales
vulnerables de nuestro pais: H. capsulatum. Con ello se espera cubrir una demanda

sanitaria urgente

En la presente Tesina se describe la obtenciéon de un candidato antigénico para el
desarrollo de nuevos inmunoensayos mas sensibles y especificos para el diagnéstico de
la histoplasmosis. Por un lado, se utilizara dicho candidato antigénico para poner a punto
un ELISA indirecto que detecte la presencia de anticuerpos especificos en el suero de
pacientes con distintas formas clinicas de la enfermedad. Por otro lado, se utilizara para
la seleccién de nanoanticuerpos VHHs que se produjeron en nuestro laboratorio en
colaboracién con el INCUINTA, para el desarrollo de un ELISA directo que permita
detectar antigeno de H. capsulatum a partir distintas muestras clinicas de pacientes,
sobre todo de aquellos que cursan con las formas clinicas diseminadas de la

enfermedad.

Dicho candidato antigénico fue seleccionado a partir de realizar un analisis

bioinformético, de la secuencia de la proteina Hcpl00 de H. capsulatum, con la cual
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hemos tenido previamente resultados prometedores para su uso como reactivo de
diagnostico de la histoplasmosis [40]. Los andlisis bioinformaticos llevados a cabo en la
presente tesina, demostraron que las zonas correspondientes a los dominios SN-Tudor
estaban altamente conservadas entre todas las especies y que la que conecta el dominio
SN4 y el SN5-tudor es la que presenta mayor conservacion dentro de H. capsulatum y
la mayor diferencia con las otras especies (figura 12). Para saber si esa regién candidata
reunia las minimas condiciones para ser consideradas un potencial candidato antigénico
[53], se analiz6é la presencia de epitopes y su hidrofilicidad, demostrando que esa
pequefa regidon contenia al menos un epitope lineal y que podia potencialmente ser
reconocido por anticuerpos.

De esta manera se decidié expresar dicho péptido como proteina de fusion a MBP en E.
coli BL21, dadas las ventajas que tiene dicho sistema de expresion procariota tanto a
nivel de investigacion basica como en la produccién industrial (la existencia de
numMerosos vectores, cepas Y sistemas de expresion comerciales; su elevada tasa de
crecimiento logrando cultivos a muy altas densidades celulares; su facil manipulacion
genética; su elevado rendimiento en la expresion de proteinas heterélogas y a bajos
costos, dado que se utilizan con este fin medios de cultivo econdmicos y libres de suero;
su capacidad de ser escalable a biorreactores de 1000 L o més; su clasificacién como
un organismo de nivel de bioseguridad 1 o0 GRAS). Mediante su fusién a MBP se busca
que dicho péptido recombinante se obtenga en forma soluble facilitando su proceso de
purificacion, el cual a su vez se realiza por un método simple como es el de cromatografia
de afinidad por amilosa. Por otro lado, dado el pequefio tamafio del péptido seleccionado,
al expresarlo fusionado a MBP se logra protegerlo de la degradacién por parte de las
proteasas celulares. Es de destacar que el péptido recombinante obtenido contiene una
etiqueta de afinidad por poliestireno, para lograr un “coating” eficiente en las placas de
poliestireno usadas en los ensayos de ELISA.

En la presente Tesina se logré expresar en E. coli BL21 el péptido de Hcp100 fusionado
a MBP en forma soluble y en la escala de los mg/l con alta pureza (> 98%). Asimismo,
se logré purificar al péptido de Hcp100 luego del clivaje con la proteasa TEV, y la fraccion
del HPLC que contiene ese eluato se ha enviado a secuenciar para corroborar su
identidad. La identificacion del péptido recombinante obtenido puro se lleva a cabo
actualmente mediante cromatografia liquida y andlisis por espectrometria de masa
(liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS) en el Centro de Estudios Quimicos
y Bioldgicos en Espectrometria de Masa, IQUIBICEN, CONICET-UBA.

Como se mencionara anteriormente, con dicho antigeno recombinante obtenido en la
presente Tesina, se pondra a punto un ELISA indirecto para la deteccidon de anticuerpos
especificos a partir de muestras de suero de pacientes con histoplasmosis confirmada

por cultivo y/o histopatologia.
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Asimismo, los clones de nanoanticuerpos especificos anti-H. capsulatum se
seleccionardn mediante rondas de biopaneos utilizando la metodologia de display en
fago utilizando dicho antigeno recombinante. Con los nanoanticuerpos VHHs que se
seleccionen se pondra a punto un ELISA directo que detecte con la mayor sensibilidad y

especificidad al hongo H. capsulatum.
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6. CONCLUSION

Las principales conclusiones a las que se han arribado a lo largo de la presente Tesina de

Licenciatura se enumeran a continuacion, a saber:

. Se logré6 expresar un candidato antigénico para el desarrollo de nuevos
inmunoensayos de alta sensibilidad y especificidad para el diagnostico de la
histoplasmosis.

. Se logré obtener un péptido recombinante de Hcp100 con una etiqueta de unién a
poliestireno en la bacteria E. coli BL21 como proteina de fusion a MBP en forma
soluble con una pureza mayor al 98% y en la escala de los mg/l.

. Se logré mediante el clivaje con la proteasa TEV separar el péptido de MBP para

poder utilizarlo puro en los inmunoensayos y seleccién de nanoanticuerpos VHHSs.

De esta manera, se dispone de al menos uno de los principales elementos necesarios para el
potencial desarrollo de nuevos equipos comerciales para el diagnostico de la histoplasmosis.
Para finalizar se puede plantear que los resultados obtenidos sustentan tanto los objetivos
planteados como la hipétesis de obtener el péptido derivado de Hcpl100, expresarlo, inducirlo y

purificarlo como un medio para desarrollar un sistema de diagndstico para la histoplasmosis.
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7. PERSPECTIVAS

Cabe destacar que la histoplasmosis (junto con otras micosis emergentes) continuara siendo una
micosis de gran interés médico y social en los proximos afios, particularmente vinculada al
incremento de la poblacion de individuos inmunosuprimidos (individuos con HIV/sida, individuos
trasplantados, individuos con enfermedades autoinmunes que reciben tratamiento
inmunosupresor, como ser pacientes con inhibidores de TNF-a6). Los métodos de diagndstico -
tanto convencionales como moleculares- aun presentan limitaciones, por lo que deben ser
optimizados y asequibles a la mayoria de los laboratorios después de una correcta validacion en
diferentes grupos poblacionales y en todas las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Por
otra parte, urge encontrar métodos de deteccioén de H. capsulatum en el medio ambiente, lo que
incidiria de manera directa en la aplicacion de medidas de control en las posibles fuentes de

infeccion.

Los resultados obtenidos en la presente Tesina de Licenciatura pueden significar un aporte a la

al diagndstico de la histoplasmosis.

Se espera en el corto-mediano plazo poder poner a punto un ELISA indirecto utilizando el
antigeno recombinante derivado de Hcpl100, y que sus valores de sensibilidad y especificidad

sean superiores a los obtenidos con Hcp100 entera.

Asimismo, nos proponemos la produccién de nanoanticuerpos o fragmentos VHH-derivados de
los anticuerpos de cadena pesada de los camélidos contra H. capsulatum, seleccionando
algunos clones con este péptido recombinante derivado de Hcpl00 para desarrollo de nuevos
kits de ELISA directo, para finalmente detectar con mayor sensibilidad y especificidad al H.
capsulatum en diferentes muestras clinicas. Para ello se propone le disefio de nano-anticuerpos
VHH monovalentes y multivalentes dirigidos contra el antigeno recombinante derivado de

Hcpl00 y también contra otros antigenos recombinantes obtenidos en nuestro laboratorio.
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9. ANEXO

MEDIOS Y SOLUCIONES

Medio LuBe bajo en concentracidn salina (pH= 7,5)
La concentracién baja en sal se necesita debido a que se utiliza para la seleccién de

transformantes con el antibiético zeocina o ampicilina.

Triptona 1%

Extracto de levadura 0,5%
NaCl 0,5%
Agar 1,5%

1. Para 1 litro, se disolvieron en 900 mL de agua destilada 10 g de triptona, 5 g de
extracto de levadura, 5 g de NaCl y 15 g de agar (en el caso de preparar medio
semisolido).

2. Se ajustd el pH de la solucién a 7,5 con NaOH 1 N y se llevd a volumen final de 1
litro.

3. Se esterilizé6 mediante autoclave.

4. Se afiadid zeocina a 25 pug/mL de concentracidn final y se conservé en la oscuridad
protegido de la luz o se afiadié ampicilina a 100 pg/mL de concentracidn final segin

gué plasmido que se haya utilizado en la transformacién.

Soluciones para minipreparacion de DNA

Tris-HCl 1 M (pH= 8,0): para 100 mL se disolvieron 12,114 g de Tris-base en 80 mL de

agua ultra pura, se ajusto el pH a temperatura ambiente con HCl 6 N y se llevod a volumen

final con agua ultra pura.

EDTA 0,5 M (pH= 8,0): para 100 mL se disolvieron 18,61 g de Na,EDTA-2H,0 en 80 mL

de agua ultra pura con ayuda de un agitador magnético, se ajusto el pH con NaOH 1 Ny

se llevd a volumen final con agua ultra pura.
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Buffer Tris-EDTA (pH= 8,0): contiene Tris-HCl 10 mM y EDTA 1 mM. Para 100 mL se

mezcld 1 mL de Tris-HCL 1 M (pH= 8,0) con 0,2 mL de EDTA 0,5 M (pH= 8,0) y se afiadi6
RNAse A libre de DNAse a concentracion final de 20 pg/mL, se ajusté el pH con HCI 6 N

y se llevé a volumen final con agua ultra pura.

Solucion | de lisis alcalina:

Glucosa 50 mM
Tris-HCI (pH= 8,0) 25 mM
EDTA (pH= 8,0) 10 mM

Para 100 mL se pesaron 0,9008 g de glucosa, se afiadieron 2,5 mL del stock Tris-HCI 1 M
(pH=8,0) y 2 mL del stock EDTA 0,5 M (pH= 8,0) y se llevd a volumen final con agua ultra

pura. Se autoclavé la solucién y se conservé a 4 °C.

Solucion |l de lisis alcalina:

NaOH 0,2N
SDS 1% (p/v)

Se preparé en el mismo momento mezclando partes iguales de una solucién stock de

NaOH 0,4 N y una solucion stock de SDS 2% (p/v).

Solucidn Il de lisis alcalina:

Acetato de Potasio 3M

Acido acético glacial 12,1% (p/Vv)

Para 100 mL se mezclaron 60 mL de una solucién stock de Acetato de Potasio 5 M con
11,5 mL de acido acético glacial. Se llevdé a volumen final con agua ultra pura y se

conservo a 4 °C.
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Buffer fosfato salino (PBS) 0,15 M (pH= 7,4)

NaCl 137,0 mM
KCl 2,7 mM
NazHPOg4 10,0 mM
KH2PO4 2,0 mM

1. Se disolvieron 1,44 g de Na;HPO4, 0,2 g de KCl, 8,0 g de NaCl y 0,24 g de KH,PO4 en
600 mL de agua destilada.

2. Se ajusto a pH=7,4 con NaOH 5 N o HCI 6 N segun el caso y se llevé a volumen final
de 1000 mL con agua destilada.

3. Se autoclavo durante 15 min a 121 °C.

4. Se conservo a temperatura ambiente.
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