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por, es un medio celular usado para cultivos celulares
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YPD por sus siglas en inglés Yeast, peptone, dextrosa.
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l. RESUMEN

Los mecanismos de interaccion huésped-patégeno han despertado gran interés,
por la alta incidencia a ciertas adaptaciones que han generado los patdgenos
como es el caso de resistencia ante los farmacos, lo que ha orillado a hacer uso
de modelos in vivo o in vitro y el empleo de cultivos celulares ha facilitado su
mantenimiento, control de variables y reproducibilidad de los experimentos.

En este trabajo, se describe un modelo in vitro, con cultivo de células RK13,
aplicado a evaluar la morfologia y comportamiento de los filamentos del
citoesqueleto, ante los mecanismos patogénicos de Candida albicans en distintos
tiempos de exposicion.

El trabajo presente se realiz6 dividiendo los cultivos celulares en distintos grupos:
controles sin infectar, infectadas con una cepa de referencia e infectadas con 3
cepas de aislados clinicos, para cada cepa se hicieron observaciones a 3
diferentes tiempos (1, 2 y 3 h postinfeccién). Las células se cultivaron en
cubreobjetos y se infectaron con las diferentes cepas de la levadura, mientras que
al grupo control solo se adicioné medio de cultivo. Las células se incubaron bajo
las mismas condiciones y tiempos. Se evaluaron los cambios en los filamentos de
actina mediante la técnica de fluorescencia directa, marcando los filamentos con
faloidina conjugada a rodamina. Los cultivos se valoraron bajo microscopia Optica
y posteriormente se observaron con un microscopio de fluorescencia para evaluar
los cambios en el citoesqueleto de actina. Los resultados obtenidos fueron que en
las células RK13 infectadas se observaron cambios en la morfologia celular,
rearreglos de los filamentos de actina formando agregados de actina en los sitios
de contacto con las levaduras, desaparicion de las fibras de estrés, camulos de
actina alrededor del tubo germinativo en células que estaban siendo invadidas por
C. albicans. Se observaron algunas diferencias en los rearreglos de los filamentos
de actina entre las cepas en estudio. En conclusion la exposicion de las células
RK13 a Candida albicans conduce a alteraciones en la morfologia celular

acompanados de rearreglos de los filamentos de actina.



1. INTRODUCCION

Las células son la unidad béasica de la vida, constituida por diversas estructuras
como el ndcleo, citoplasma, reticulo endoplasmico, el complejo de Golgi,
lisosomas, mitocondrias, citoesqueleto y otros organulos. (Alberts et al., 2015)

El citoesqueleto es una red compleja de filamentos proteicos que se rearreglan de
manera dinamica y continua a medida que la célula cambia de forma, se divide y
responde ante estimulos de su ambiente, llevando a cabo la organizacion de
componentes internos, la interaccion mecanica, el desplazamiento y la
contraccion. El citoesqueleto esta constituido por tres tipos de filamentos:
filamentos intermedios, microtlibulos y filamentos de actina (microfilamentos),
formados por proteinas especificas para cada uno de ellos, llevan a cabo diversas
funciones y se caracterizan por poseer diferentes propiedades mecanicas.
(Cossart et al., 2005)

Los filamentos de actina son esenciales para el desplazamiento de las células,
pueden formar estructuras rigidas como las microvellosidades, o bien dindmicas
como los haces contractiles en citoplasma, proyecciones laminares (lamelipodios),
digitiformes (filopodios) o en forma de copa (pseuddépodos) y el anillo contractil
durante la division celular.

La reorganizacion de los filamentos de actina juega un papel importante en la
difusibn de patdégenos bacterianos intracelulares como Listeria, Shigella y
Salmonella dentro de los 6rganos infectados ( Atre et al., 2008). De una manera
similar, se ha observado que la remodelacién del citoesqueleto de actina sea un
posible mecanismo para la propagacion de C. albicans, llegando a causar
Candidiasis (Cheng et al., 2005). También ha sido reportado un fenémeno de
endocitosis a través de la formacion de pseuddpodos que rodean a las hifas de
Candida albicans en células no fagociticas (fibroblastos, epiteliales y endoteliales)
gue pudieran permitir la colonizacion de los tejidos hasta llevarlo a la muerte.
(Vazquez-Torres y Balish, 1997; Bodo et al., 1995; Drago et al., 2000; Tsarfaty et
al., 2000)



Candida albicans es un patdgeno nosocomial que forma parte de la flora de la piel,
las mucosas, el tracto gastrointestinal y el aparato genitourinario del ser humano,
es el agente causante mas frecuente de severas infecciones fangicas sistémicas
gue pueden ser de tipo superficial o profunda (Odds, 1988; Braun et al., 2001;
Alvarez-Rueda et al., 2012), este patdgeno oportunista esta muy extendido y es un
riesgo constante para los pacientes inmunocomprometidos o con otros factores
graves desencadenantes, siendo esta la especie que origina un mayor numero de
candidiasis.

Se presentan como organismos unicelulares (levaduras), producen filamentos
(hifas y pseudohifas) tanto in vivo como in vitro. Han desarrollado una gran
variedad de mecanismos de sefalizacion y adaptacion con el fin de persistir y
proliferar en diferentes ambientes, haciendo uso de diversos factores de virulencia
asociados con el dimorfismo de C. albicans, lo que la hace un colonizador eficaz

del cuerpo humano causando finalmente enfermedades.

.  ANTECEDENTES

1. Caracteristicas generales de Candida albicans

El género Candida es un grupo heterogéneo de levaduras, por carecer de
reproduccion sexuada se incluyen dentro de los hongos imperfectos, la
clasificacion taxondmica tomando en cuenta la reproduccion sexuada de las

levaduras se las incluye en las subdivisiones: (Brasoli, M., 2013)

Super Reino: Eucarya
Reino: Fungi

Subreino: Dikarya

Filo: Ascomycota

Subfilo: Saccharomycotina
Clase: Saccharomycetes
Orden: Saccharomycetales
Género: Candida

Especie: albicans



Las especies de Candida albicans son dimdérficas, presentando blastosporas y
pseudomicelio o micelio verdadero, que lo més frecuente es que exista cuando el

hongo se comporta como patogeno.

La estrategia general de identificacion de los miembros del género Candida se
basa en procedimientos convencionales como fermentacién y auxonotrofia de
azucares, asi también la morfologia en un preparado de agar en el cual las
colonias obtenidas son generalmente lisas, blandas, brillantes, de color blanco o
ligeramente beige, que con el tiempo pueden tornarse rugosas, plegadas o
membranosas. Microscopicamente presentan formas esféricas u ovoides, de

paredes delgadas, brotantes, con pseudomicelio escaso o ausente (Forbes, 2009).

La identificacion especifica de C. albicans se basa en la formacion de tubo
germinativo o formacion de clamidoconidios, se han implementado técnicas
inmunologicas comercializadas con antigenos para la deteccion de anticuerpos
antimananos (ELISA) y antimicelio de Candida spp (IFI), de igual manera métodos
enzimaticos y otros nuevos avances en técnicas moleculares en hibridacién
(Prats, 2006).

2. Infecciones causadas por Candida albicans

Las infecciones causadas por especies del género Candida suelen disponerse
como organismos unicelulares (levaduras), aunque pueden producir filamentos
(hifas y pseudohifas) tanto in vivo como in vitro. Candida albicans es la especie
gue origina un mayor numero de candidosis, quiza el 50% de todas ellas.

El desarrollo de enfermedades por Candida depende de la interaccién de ciertos

factores:

» Factores predisponentes para la infeccion.
» Patogenicidad intrinseca del microorganismo.

» Mecanismos de defensa del huésped.



De acuerdo a su localizacion se pueden distinguir las siguientes patologias
(Brasoli, 2013).

Cutanea: grandes y pequefios pliegues; en ufias onixis blastomicética y el
granuloma candidasico.

Mucocutaneas: Mucosa oral: muguet, glositis, quelitis

Mucosa genital: vaginitis y balanitis

Mucosa digestiva: esofagitis, gastritis, enteritis y lesiones perianales

Mucosa bronquial Candidiasis mucocutanea crénica

Candidiasis

Invasiva y/o localizada (en diferentes 6rganos)

Candidemia: transitoria o persistente

Candidiasis sistémica o diseminada: Crénica y aguda

3. Mecanismos de infeccion y factores de virulencia de C. albicans
Candida albicans tiene varios atributos de virulencia para colonizar el huésped y
ocasionar dafio de forma directa, al activar, resistir o desviar los mecanismos de

defensa del mismo.

Existen diversos factores potenciales de virulencia, como la morfologia celular, la
actividad enzimatica extracelular, el cambio fenotipico y los factores de adhesion,

gue favorecen la formacién de biopeliculas.

Los factores de virulencia expresados o requeridos por el microorganismo para
causar infeccion pueden variar segun el tipo, el sitio y la naturaleza de las

defensas del huésped.

El delicado equilibrio entre el huésped y el hongo patdégeno puede convertirse en
una relacion parasitaria y resultar en enfermedades graves. A continuacion se

describen independientemente cada uno de los factores de virulencia:



3.1. Morfogénesis

Candida albicans es polimorfica, ya que existe en forma de levadura
(blastosporas) o como filamentos (pseudohifa o hifa). La morfogénesis se refiere a
la transicién entre las levaduras (unicelulares) y la forma de crecimiento
filamentosa que puede convertirse de forma reversible a levaduras, con

crecimiento de hifa o pseudohifa.

Segun Mitchell et al., (1998), la formacion de hifa se estimula a 37°C en presencia
de suero, con pH neutro. Los tubos germinativos son mas adherentes a las células
mamiferas a diferencia de las levaduras y la adherencia es el requisito para la

penetracion tisular.

Las levaduras producen filamentos dentro de los macréfagos y son capaces de
lisar a éstos, por lo tanto, la formacion de filamentos es una forma de evadir los
mecanismos de defensa del huésped (Cutler JE, 1991; Gow et al., 2002).

Esta conversién es esencial para la virulencia de Candida albicans, lo que la
capacita para invadir los tejidos. Se ha comprobado que el crecimiento de la forma
filamentosa se produce en el estado temprano de la colonizacion, y le da ventajas
sobre la penetracion de la célula o tejido. La hifa puede ser idonea para abrir la
brecha entre las barreras tisulares, gracias a que su punta es el sitio de secrecion
de enzimas capaces de degradar proteinas, lipidos y otros componentes celulares,
esto facilita su infiltraciébn en sustratos solidos y tejidos. (Hube y Naglik J., 2005;
Allistair JP, 1999). Durante la infeccion este filamento se revierte conforme avanza
y quiza sea el resultado de cambios temporales en sefiales que el hongo recibe de
su medio ambiente (Figura 1.)
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Figura 1. Morfogénesis de Candida albicans durante la infeccién (Tomado de Castrillon, 2005).

3.2. Enzimas

Las enzimas pueden proponerse como determinantes de virulencia en Candida, ya
gue tienen la capacidad de activar o inactivar las moléculas utiles en la defensa
del organismo. Las principales enzimas extracelulares relacionadas con la

patogénesis de Candida son las proteasas, fosfolipasas y lipasas.

a) Proteasas

Una gran familia de enzimas de secrecion, las aspartil proteinasas (Saps)
secretadas son codificadas por los genes de la familia SAP; sus distintos
miembros se expresan bajo una variedad de condiciones de crecimiento de
laboratorio y durante las infecciones experimentales in vivo e in vitro. Proporcionan
al hongo un sistema proteolitico eficiente y flexible que puede garantizar su éxito
como patégeno oportunista. Se ha demostrado que SAP1-3 y SAP6 son
importantes en la infeccion oral, mientras que SAP1l y SAP2 lo son en la
candidiasis vaginal. El papel de dichas enzimas es esencial en las infecciones de
mucosas en las fases iniciales, pero no cuando el hongo se ha infiltrado en los

vasos sangu ineos.



b) Fosfolipasas

Enzimas hidroliticas secretadas, en particular las fosfolipasas, se han relacionado
con la patobiologia de Candida albicans (Ghannoum MA, 2003). Por analisis de
Southern Blot, se ha demostrado la presencia de homodlogos de fosfolipasa
intracelular (CAPLC1), también se han identificado cuatro fosfolipasas (PLA, PLB,
PLC y PLD), de las cuales solo la PLB1 ha demostrado ser necesaria para la
virulencia en modelo animal de candidiasis, PLB1A es una glucoproteina de 84
kDa, que tiene actividad de hidrolasa y lisofosfolipasa transacilasa. Se secreta y

detecta en la parte terminal de las hifas durante la invasion a los tejidos.

C) Lipasas

Las lipasas secretadas por Candida albicans se codifican por una familia de genes
con al menos 10 miembros (LIP1-LIP10). El patrén de expresién se ha investigado
en infecciones experimentales y en pacientes que sufren candidiasis oral. Se ha
demostrado que la expresion de esos genes depende del estado de infeccion,

mas que de la localizacién del érgano.

3.3. Adhesinas

Una adhesina se define como una biomolécula que promueve la adherencia de C.
albicans a las células del huésped o a sus ligandos especificos. Se han descrito
proteinas de C. albicans que se unen a varias proteinas de la matriz extracelular
de las células de mamifero, como fibronectina, laminina, fibrin6geno y colageno
tipo 1y IV (Sturtevant J, Calderone R. 1997; Hostetter MK, 1994).

Existen diferentes tipos de adhesinas en Candida, como Als, Hwplp, Intlp vy
Mntlp. Algunos de los factores de virulencia mas ampliamente investigados de
Candida incluyen su capacidad para adherirse a los tejidos del huésped y de
penetrar en estos tejidos (Argimon et al., 2007; Filler, 2006; Gow et al., 2002;
Rooney y Klein, 2002).
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a) ALS

Es una proteina con un residuo hidrofobico carboxilo terminal que sugiere un ancla
glicosilfosfatidilinositol (GPI). El ligando de union se asocia con el residuo amino
terminal de la proteina (Cutler JE, 1991; Gow, Allistair, Odds ,2002). Las proteinas
Als estan densamente N- y O-glucosiladas, sobre todo en la regidén de repeticion

variable rica en serina/ treonina y en los dominios carboxilo terminal.

b) Hwplp
El gen Hwpl codifica una manoproteina de la superficie externa que se cree se
orienta por su dominio amino terminal expuesto hacia fuera. El carboxilo terminal

se integra de manera covalente con el 3-glucano de la pared celular.

La proteina codificada por este gen (o Hwpl) sirve como sustrato de las
transglutaminasas y, por lo tanto, la unién de la hifa de C. albicans a las células
epiteliales aunque deberia ser estable y no revertirse por el uso de agentes que

interrumpen la unién no covalente.

C) Intlp
Candida albicans se une a varios ligandos de las proteinas de la matriz

extracelular, que incluyen fibronectina, laminina y colagenas tipo | y IV.

Las cepas que tienen delecién en los genes Intl son menos virulentas o se
adhieren con mas lentitud a las lineas celulares epiteliales. También tienen
deficiencias en la filamentacion en su crecimiento en leche-tween y agar, por lo
tanto, el gen Intl juega un papel importante en la adherencia y filamentacién de C.
albicans. (Gale, 1998).
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d) Mntlp

Es una proteina de membrana tipo Il que se requiere para la manosilacion. La
proteina que codifica a este gen o Mntlp, las cepas de C. albicans que tienen
delecion en el gen a-1,2 manosil tranferasa (Mntl) son menos capaces de

adherirse in vitro y son avirulentas (Burman, 1998).

3.4. “Switching” o Variabilidad Fenotipica y Antigénica (Ambiental)

Durante los diferentes estados y tipos de infeccion las células del hongo necesitan
amplia flexibilidad, ya que cada sitio anatomico tiene sus propias presiones
ambientales. Por lo que se cree que tenga una gran variedad de genes que
codifiquen para factores de virulencia adaptable a un amplio rango de condiciones

ambientales, en las que el hongo se encuentra durante su crecimiento in vivo.

a) Adaptacion al pH.

C. albicans se adapta a los cambios de pH de diversos medios y sustratos, la cual
esta regulada por dos genes, PHR1 y PHR2 que se activan e inactivan
dependiente de las condiciones de pH; PHR1 se activa en ambientes de 5.5 o
superiores, mientras que PHR2 en condiciones menores. La supresién de uno o

de otro condiciona la morfogénesis y su virulencia.

3.5. Formacion de Biopelicula

Una biopelicula es una comunidad de microorganismos unidos irreversiblemente a
una superficie que contiene matriz exopolimérica y muestra propiedades
fenotipicas distintivas. Son diferentes de sus contrapartes planctonicas, como el
incremento en la resistencia a los agentes antimicrobianos y la proteccion de las
defensas del huésped. (Kobayashi SD y Cutler JE, 1998).

La formacion de biopeliculas de C. albicans se distingue por la adhesion inicial de

las células de levadura, seguida por la germinacion y formacion de microcolonias,
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filamentacion, desarrollo de monocapa, proliferacion y maduracién.(Castrillon et
al., 2005; Hernandez, 2013).

4. Adherencia e invasividad de Candida albicans de comensalismo a

patogenicidad

Un atributo de Candida albicans es que correlaciona de forma positiva, su
patogenicidad con la capacidad adherente a las células del huésped. Las cepas
adherentes de C. albicans son mas patégenas que las que tienen fenotipo menos
adherente. La union de Candida a las células del huésped es la etapa inicial en el
proceso infeccioso, lo que permite a los microorganismos sobrevivir dentro del
mismo y finalmente, colonizar los tejidos durante el desarrollo de candidiasis.
Varios componentes de la pared celular fingica tales como quitina, B-glucanos, y
los lipidos pueden participar en el proceso de adhesion, proteinas y
manoproteinas (adhesinas) de superficie especificos son los mediadores mas
importantes de dicha interaccion (De Relleno, 2006). Todas estas proteinas
interactian con componentes de la matriz extracelular (fibronectina, laminina,
fibrinégeno, o colageno) y una variedad de receptores fagociticos y no fagociticos,
incluyendo los receptores tipo Toll y proteina de adhesién N — cadherina (Filler,
2006; Relleno y Sheppard, 2006; Phan et al., 2005).

Después de la adhesion de la levadura al receptor de membrana celular, el
siguiente paso en el proceso de infeccidn es su internalizacion en la célula. Una
vez dentro de la célula, la mayoria de las levaduras se degrada con el tiempo,
aunque algunas pueden sobrevivir (Filler, 2006; Relleno y Sheppard, 2006;
Lorenz et al., 2004).

La internalizacion y la supervivencia de la levadura se puede observar en sistemas

in vitro en los que los macrofagos u otras células no fagociticas estan infectadas

por C. albicans. Una vez dentro de la célula, la forma de levadura se diferencia en
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la forma de hifas filamentosas y logra inducir al anfitrion a lisis celular (Filler y
Sheppard, 2006; Lorenz et al., 2004).

No se sabe si la proliferacion comensal de C.albicans en las superficies se
produce principalmente en la capa mucosa, al igual que otros miembros de la flora
microbiana, o si las células fungicas se encuentran en contacto fisico con células
epiteliales. Durante la patogénesis, existen tres diferentes etapas dinamicas:

Durante estos procesos, la inflamacion, es una caracteristica de la enfermedad

fungica y puede ser tomado como la transicion de un comensal a una patégena.

4.1 Adhesion

La adhesion a otras células fungicas o bacterianas de la flora comun es requerida
tanto para comensalismo y patogénesis. En especies de Candida, la adhesion
esta mediada por algunos factores de adhesion caracterizados como miembros de
la familia Als, Hwpl, EAP vy otras proteinas asociadas a la membrana o pared
como proteinas GPI (vinculados a la pared celular o membrana celular ) , que

estan expuestas a las células de superficie .

4.2 Invasion
La invasion de C. albicans en células no fagociticas es dependiente de la
formacion de hifas y pueden ocurrir a través de dos rutas diferentes (figura3):

a) Endocitosis inducida
Es una actividad impulsada por enzimas invasoras asociadas a la formacion de
hifa, en particular ALS3, se unen a un receptor de las células epiteliales o
endoteliales (E- cadherina, N- cadherina).

b) Penetracion activa
Afecta directamente en las células del huésped, requiere la turgencia de
levaduras, la integridad de la pared celular, la extension de las hifas y otras
fuerzas fisicas (Naglik J.R., F. Fostira, et al., 2006). Aunque parece obvio que la
invasion es la etapa mortal para la célula, C. albicans tiene un comportamiento

impredecible, ya que como comensal invade moderadamente con el fin de

14



mantener un punto de apoyo en la proliferacion y para evitar ser desprendido de

las superficies epiteliales.

4.3. Dafnos

La induccion de dafio al huésped es una caracteristica clave de la patogénesis.
Estos dafios causados directamente por el hongo ocurren cuando las hifas
invaden profundamente a las células del huésped (invasion interepitelial) y es
potenciada por factores de virulencia tales como la secreciéon de moléculas. Sin
embargo, el dafio tisular y la enfermedad no se produce sélo por la actividad
directa de los hongos, también implica la activacion del sistema inmune, por
ejemplo infiltracibn masiva de neutrofilos, finalmente, una desequilibrada
respuesta sistémica pone en peligro la vida causando sepsis.

Por lo tanto, el reconocimiento inmune no sélo puede ser beneficioso y esencial
para la lucha contra la invasion de los hongos, sino también ser una parte integral

del proceso de la enfermedad. (Naglik, et. al. 2011)

Adhesion Invasion Damage

Figura 2. .Etapas de infeccion por C. albicans, adhesion, invasién a través de dos rutas diferentes (invasion
activa y la endocitosis inducida), y dafio tisular. (A) Micrografias de escaneo y transmision de electrones y la
histologia del tejido epitelial. (B) Representacion esquematica de las tres distintas etapas que incluyen

factores y actividades que estan involucrados. (Tomado de Naglik, et. al. 2011)
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5. Citoesqueleto
a) Generalidades

El citoesqueleto es una red compleja de filamentos proteicos que se rearreglan de
manera dinamica y continua a medida que la célula cambia de forma, se divide y
responde ante estimulos de su ambiente, llevando a cabo la organizacion de
componentes internos, la interaccion mecanica, el desplazamiento y la contraccion
(Alberts et al., 2015;Cossart et al., 2005).

El citoesqueleto estd constituido por tres tipos de filamentos: filamentos
intermedios (FI), microtubulos y filamentos de actina, cada tipo de filamento tiene
diferentes propiedades mecanicas y composiciones proteicas distintas. Los
filamentos de actina son esenciales para el desplazamiento de las células, pueden
formar estructuras rigidas como las microvellosidades, o bien dinAmicas como los
haces contractiies en citoplasma, proyecciones laminares (lamelipodios),
digitiformes (filopodios) o en forma de copa (pseuddpodos) y el anillo contractil
durante la division celular.

Los FI son componentes del citoesqueleto formados por la polimerizacién de
una familia de proteinas fibrosas que resultan en redes transcelulares y son
integradores mecdanicos del espacio celular. Existen dos grandes clases de Fl, los
nucleares y los citoplasmaticos; los FI nucleares estan formados a su vez por las
laminas nucleares que constituyen una maya por la cara interna de la envoltura
nuclear. Mientras que los citoplasmaticos incluyen 3 familias de proteinas, las
citoqueratinas, las vimentinas y los neurofilamentos, todos ellos formando redes
filamentosas que cruzan el citoplasma celular. La funcién principal es de dar
soporte mecanico a la célula. (Batchelor, 2004)

Los microtubulos  son estructuras filamentosas huecas formadas por la
polimerizacion del dimero de a- y B-tubulina, proteina globular que une GTP.
Toman su origen el centrosoma (principal centro organizador de microttbulos) y
se distribuyen por todo el citoplasma. Se relacionan principalmente con la
organizacion interna de la célula, el transporte intracelular, la formacion del huso

mitotico, el movimiento ciliar y flagelar.
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La actina es una proteina globular que une ATP, es una de las proteinas mas
abundantes de la célula y se presenta en dos formas, actina-G o globular y actina-
F o filamentosa. Se localiza en el citoplasma formando los filamentos de actina,
principalmente estructurados en forma de red en la corteza celular o bien
formando haces paralelos, como aquellos que dan soporte a las microvellosidades
o haces contractiles como las fibras de tensién. Su funcion es dar forma y
movimiento a la célula. (Welch y Mullis, 2002).

En los microtubulos y en los filamentos de actina, los dimeros de tubulina o
mondmeros de actina se arreglan en una disposicion de cabeza /cola, impartiendo
una polaridad molecular y definiendo asi dos extremos bioquimicamente
diferentes, un extremo positivo (+) y el otro extremo negativo (-). Mientras que en

los FI tienen un rearreglo antiparalelo por lo que no presentan polaridad.

b) Filamentos de actina

Los filamentos de actina, también conocidos como microfilamentos, forman
estructuras muy dinamicas; miden entre los 5-9 nm de diametro y estan formados
por la union no covalente de subunidades de G-actina dispuestas en una doble
hélice de 7 monémeros por vuelta. Los mondmeros de actina presentan una
hendidura hacia el centro de la molécula a la que une ATP o ADP, por lo que la
molécula puede hidrolizar ATP o intercambiar ADP por ATP. Su conformacién
difiere a si esta unida a ATP o ADP.

Cuando la G-actina estd unida ATP se favorece la incorporacion al filamento
(polimerizacion), ya en el filamento los monémeros hidrolizan el ATP a ADP+Pi,
este ultimo es disociado pero el ADP es retenido en el monémero de actina que
como consecuencia sufre un cambio de conformacién y es eliminado del filamento
(despolimerizacién). Una vez libre puede intercambiar ADP por ATP cuya
concentracion es mas alta en el citoplasma y vuelve a unirse al filamento para
polimerizar. (Alberts et al., 2015; Pollard 1986).

Los filamentos de actina, como ya se mencioné son moléculas polares, lo cual
tiene implicaciones sobre su dindmica, pueden polimerizar en ambos extremos,

pero la velocidad varia, siendo mayor en el extremo (+) que en el extremo (-), de
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ahi su nombre. Para que cada uno de los extremos polimerice requiere una
concentracion minima de mondmeros libres de actina, conocida como
concentracion critica, la cual es menor para el extremo (+) lo que significa que se
requiere una menor concentracion de actina para que este extremo polimerice, por
lo que para producir una polimerizacion en cualquiera de sus extremos se requiere
que la concentracion minima de mondmeros sea superior a la concentracion
critica de cada extremo, por tanto la tasa de polimerizacion esta en funcion de la
cantidad de actina monomérica libre. Las condiciones fisiologicas mantienen la
concentracion de actina en un nivel estandar que permite la adicion de
monomeros en el extremo positivo y la eliminacion en el extremo negativo, por lo
que no hay un crecimiento neto y los filamentos se encuentran en fase de
equilibrio y se conoce como treadmilling, es decir, el filamento mantiene su
tamafio, pues la velocidad en la que se agregan mondémeros en el extremo
positivo es igual a la velocidad en la que va perdiendo en el extremo negativo
(Alberts et al., 2015)

c) Proteinas de union a actina

El comportamiento fisiolégico de la dinamica de los filamentosa de actina es
regulado por una serie de proteinas conocidas como proteinas de union a actina
(ABP por sus siglas en inglés), si no se tiene alguna ABP, son completamente
inestables y pueden despolimerizarse desde ambos extremos, estas proteinas
mantienen la cantidad de mondmeros de actina y con ello regular la polimerizacion
de los filamentos (Alberts et al., 2015; Gouin et al., 2005).

Dentro de estas proteinas esta la timosina B-4 que se une a la ADP-actina
evitando la polimerizacion. La profilina se une a la actina no polimerizada
formando un complejo y la activa para la polimerizacion. Ambas proteinas actian
en conjunto manteniendo la concentracion efectiva de actina libre para polimerizar.
Los mecanismos que afecten el complejo de la profilina-actina modificaran la

polimerizacién de las moléculas de actina.

Otras ABP son las proteinas de caperuza (capping) que se unen en uno u otro

extremo del filamento, permiten que el polimero se una a otras estructuras y
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controla la adicion o pérdida de subunidades por cualquiera de los extremos. La
cofiina es una proteina que segmenta los filamentos y favorece la

despolimerizacion de actina.

El complejo Arp2/3 es un complejo proteico que actiia como nucleador de la actina
para su polimerizacion, ademas que puede unirse a filamentos preformados y

formar redes dendriticas (Alberts et al., 2015).

Asi mismo existen proteinas motoras, las miosinas, que se unen a los filamentos
de actina que permite la formaciébn de haces contractiles o el transporte
intracelular de organelos. Dentro de las estructuras formadas por actina y miosina
se tiene como ejemplo la sarcomera que forma la unidad morfofuncional de la

contraccion del misculo estriado.

En células no musculares los filamentos de actina forman haces que proporcionan
soporte mecéanico, expansiones citoplasmaticas y forman sistemas contractiles en
conjunto a la miosina para los movimientos celulares, en los filamentos de actina
pueden provocar que de la membrana celular se formen estructuras como las
microespinas, filopodios y lamelipodios, estructuras que se involucran con la
motilidad celular, para fagocitosis, la fibras de actina forman los pseudépodos y en
el citoplasma forman haces contractiies que se cruzan entre si formando
estructuras llamadas fibras de tension, que colaboran al dar soporte a la célula y
terminan en la membrana celular en sitios en los que la célula se une al sustrato,
las adhesiones focales. Estas fibras de tensién se forman por haces antiparalelos
contractiles, estabilizados a través de ABP’s como son a-actinina y tropomiosina.
Entre los haces de actina se unen proteinas motoras, miosinas, que permiten el
deslizamiento de unos filamentos en otros produciendo la contractibilidad y tensién
de estas fibras (Gouin et al., 2005).

d) Patdégenos y filamentos de actina

La mayoria de los patdogenos toman los procesos moleculares de la célula
huésped para crear un nicho especializado que mejora su supervivencia. Muchos

microbios patdégenos que invaden las células no fagociticas inducen alteraciones
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visibles en las estructuras que lo conforman. Numerosos estudios han demostrado
que bacterias y hongos manipulan el citoesqueleto de células diana eucariotas no
fagociticas para promover su internalizacion, la motilidad y  supervivencia
intracelular (Finlay et al., 1991; Gouin et al., 1999; Hayward y Koronakis, 1999,
2002; Almeida et al., 2000; McGhie et al., 2001; Sukumaran y Prasadarao, 2002;
Gruenheid y Finlay, 2003; Benedek et al., 2004; Bodo et al., 1995; Segal y
Sandovsky-Losica, 1997; Wasylnka & Moore, 2002; Chen et al., 2003; lbrahim
Granet et al., 2003; Mendes-Giannini et al., 2004)

Actualmente existe gran interés por estudiar los mecanismos moleculares
subyacentes en la interaccién patdgeno-huésped para conocer con detalle los
mecanismos utilizados por los patdgenos en apropiarse de la maquinaria celular
para su beneficio, y para tal fin, tres aspectos fundamentales son blanco perfecto:
el citoesqueleto, las vias de sefalizacion y la maquinaria gendmica (Chen, 2005;
Frankel, 2004). Los agentes patdgenos manipulan los filamentos de actina,
reprogramando rapidamente y radicalmente a la célula huésped controlando su
polimerizacion y despolimerizacion con el fin de adherirse, internarse y moverse.
Otros cuentan con mecanismos moleculares para exportar proteinas efectoras al
citoplasma de la célula y manipular el citoesqueleto para interactuar
extracelularmente. (Gruenheid y Finlay, 2003; Gouin et al., 2005; Marjomé&ki y
Schaible, 2005).

El citoesqueleto es uno de los objetivos mas importantes para microorganismos
durante la unién y la invasién del huésped células. Los estudios de Atre et al.,
(2008) demostraron que la punta de las hifas induce como consecuencia
pseuddpodos en las células de cOrnea y las hifas fungicas penetran y se infiltran
en las células huésped a partir de la punta del pseuddépodo. Después la
polimerizacion de la actina local rodeaba las hifas y los filamentos de actina, recién
agrupados formaban una estructura rigida en forma de anillo con un diametro

interior de 1.8 a 2.0 mm a través del cual las hifas invadian a la célula huésped.
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Este fendmeno se ha observado en células SIRC, MDCK (rifion canino), HepG2
(hepatocelular humano carcinoma de higado), G-361 (melanoma de piel humana)
y células en suspension SP2 / OAgl4 (mieloma de ratén) (Zink et al., 1996;
Kaposzta et al., 1999; Tsarfaty et al., 2000).

Otros ejemplos, en el caso de las bacterias Shigella y Listeria, inducen estructuras
similares a las colas de cometas (Theriot, 1995) y Escherichia coli ocasiona la
polimerizacion, que lleva a la formacién de pedestales en las células (Vallance y
Finlay, 2000)

Muchos patdgenos bacterianos invasores de células epiteliales alteran la
polimerizacion de actina mediante la modulacién de la actividad de las proteinas
de la familia de las Rho GTPasas. Bacterias invasoras tales como Salmonella y
Shigella modulan la actividad de Cdc42 y Racl, mientras Brucella, Chlamydia,
Pseudomonas y Bartonella actian sobre a Rho (Finlay, 2005). Informes hasta la
fecha indican que cada patégeno modula uno o dos miembros de la familia de Rho
GTPasas durante la invasion celular.
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IV.  JUSTIFICACION

El género Candida ha cobrado importancia como uno de los agentes de infeccion
nosocomiales. Es considerable el aumento de candidiasis superficial y profunda,
esta Ultima la mas comun, observada en pacientes en unidades de cuidados
intensivos y otros individuos inmunocomprometidos sometidos a protocolos
terapéuticos pesados.

Lo anterior ha llevado a investigar de forma mas precisa la patogenia de las
infecciones ocasionadas por esta levadura y dentro de este punto, la interaccion
entre C. albicans y las células del organismo que infectan para dilucidar los
mecanismos que permiten pasar de un estado inofensivo a un patdégeno agresivo.
Con el uso de los modelos in vitro de infeccién se ha buscado reproducir la forma
en la que los patdégenos alteran la estructura celular y en particular se ha descrito
a los filamentos de actina como uno de los principales blancos para diferentes
patégenos; persiguiendo que los eventos observados en dichos modelos sean lo
mas parecido a lo que sucede de manera natural y de esta forma poder analizar a
nivel celular y subcelular los mecanismos que subyacen a la interaccion patdégeno-
huésped (Alvarez- Rueda, 2012). Es asi que en este trabajo buscamos identificar
como parte de la patogenia de la infeccion de los distintos aislados de C. albicans |
efectos sobre los filamentos de actina de células RK13 en cultivo. Se espera que
con los resultados de este trabajo se contribuya a comprender los mecanismos de
infectividad de C. albicans que ayuden a futuras investigaciones encaminadas a la
prevencion y tratamiento de las infecciones ocasionadas por este agente

patdégeno.
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V. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar y comparar los rearreglos en los filamentos de actina que sufre la linea
celular RK13 al interactuar con C. albicans de distintos aislados anatémicos y a

diferentes tiempos de infeccion, mediante ensayos de fluorescencia.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

» Realizar el marcaje de filamentos de actina con faloidina conjugada a
rodamina en cultivos de células RK13 mediante la técnica de fluorescencia
directa.

» Estandarizar la técnica de infeccion de cultivos de células RK13 con
Candida albicans y evaluar la interaccion de la levadura con las células en
cultivo mediante microscopia éptica.

= Determinar mediante ensayos de fluorescencia directa las alteraciones de

los filamentos de actina en células RK13 infectadas con Candida albicans.
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VI. HIPOTESIS

Candida albicans provoca rearreglos de los filamentos de actina en la célula
huésped RK13, ocasionando alteraciones en las estructuras conformadas por

estos filamentos durante el proceso de infeccion (adherencia e invasion).
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VIl. DISENO EXPERIMENTAL.

Mantenimiento de
linea celular RK13

|

Mantenimiento de cepas

de Candida albicans
aislados clinicos

l

Cultivo en medio RPMI -
1640/ SFB/antibiético

Cultivo de activacion en
medio liquido YPD

v

Obtencion de monocapa al
70-80 % de confluencia
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VIll. METODO.

1. Cultivo de Candida albicans y condiciones de crecimiento.

Se emplearon tres cepas de C. albicans de aislados clinicos (donadas por el
laboratorio de Micologia de la Facultad de Medicina, UNAM, denominadas 684 y
520, tomadas de cavidad oral y 627-05, obtenida de piel), asi mismo se empled
una cepa de referencia C. albicans (ATCC 10231) que se obtuvo de la Coleccién
Americana de Cultivos Tipo (Rockville, MD). El cultivo de mantenimiento de todas
las cepas se realizd6 a 37°C en medio YPD (1% extracto de levadura, 2%
peptona, 1% dextrosa). Las levaduras se crecieron de forma rutinaria durante toda
la noche con agitacion continda (250 rpm).

La identificacion cualitativa de Candida albicans se realizd0 mediante la formacion
de tubo germinativo, la cual se consigue suspendiendo las levaduras en medio
RPMI 1640 (3 X 10° organismos por ml) complementado con suero fetal bovino
(SFB) al 10% y se incubaron en un agitador rotatorio a 37°C durante 90 min. Se ha
reportado que mas del 90% de los organismos produce tubos germinales cuando
se cultivan bajo estas condiciones (Pacheco et al., 2007).

2. Cultivo de la Linea Celular RK13.

Se emple6 la linea celular RK13 (ATCC CCL37) para los experimentos de
infeccion con Candida albicans. Las células se propagaron en cajas de cultivo
celular y se incubaron a 37°C, en una atmdsfera humeda con 5% de CO,,
mantenidas en medio de cultivo RPMI 1640 adicionado con SFB al 10% vy
antibiéticos (estreptomicina 100 ug/ml-penicilina 100 Ul/ml) hasta una confluencia
del 70 al 80% de células.

3. Infeccion de la linea celular RK13 con distintos aislados de C.
albicans

Los ensayos de infeccion se llevaron a cabo de acuerdo a lo descrito por Atre et
al., (2009) con algunas modificaciones. Las células RK13 se cultivaron en
monocapa sobre cubreobjetos hasta que alcanzaron una confluencia del 70%,
bajo las condiciones mencionadas anteriormente, se infectaron con C. albicans (1x
10° células) de los distintos aislados clinicos (684,520 y 627-05), utilizando una

cepa de referencia (ATCC 10231) a una multiplicidad de infeccion de 5 y un cultivo
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celular control sin infectar. Las infecciones se monitorearon por un periodo de 1, 2
y 3 horas, para cada una de las cepas utilizadas.

Posteriormente se realizo la evaluacion de la interaccion de la levadura con las
células en cultivo asi como los cambios morfolégicos ocasionados, para las 4
cepas en estudio y en cada uno de los tiempos de infeccion sefialados. Para esto,
se retird el medio de cultivo y mediante lavados con PBS estéril se eliminaron las
levaduras no adheridas. Los ensayos se realizaron por triplicado y se observaron
mediante microscopia campo claro.

4. Ensayos de fluorescencia directa para evaluar cambios en los
filamentos de actina.

Para evaluacion de los cambios en los filamentos de actina en las células RK13
infectadas con Candida albicans, las células se propagaron de la forma descrita,
se recuperd un cubreobjeto de cada una de las 4 cepas asi como del control de
células sin infectar, en los tiempos de infeccibn mencionados. Se procedio a fijar
con paraformaldehido al 4% en PBS durante 20 min. Después se realizaron 2
lavados con PBS 1x y se permeabilizaron con Triton al 0.5% durante 5 min y se
lavaron 2 veces con PBS 1x. Posteriormente se adicion6 faloidina conjugada a
rodamina (diluida 2:100 en PBS) para marcar los filamentos de actina, se
realizaron 2 lavados con PBS 1x y un lavado con agua desionizada. Finalmente
los cubreobjetos se montaron en portaobjetos utilizando medio de montaje
adicionado con DAPI para marcar los nacleos (UltraCruz mounting medium for
fluorescence with DAPI). Una vez obtenidas las preparaciones se observaron en
un microscopio de fluorescencia (Marca Carl Zeiss, Modelo Axioscop Axio) para

evaluar los cambios en el citoesqueleto de actina provocados por las levaduras.
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IX. RESULTADOS

1. Identificacién de Candida albicans

La caracterizacion bioquimica de Candida albicans fue realizada por el
laboratorio de Micologia de la Facultad de Medicina, UNAM. En la Figura 3, se
muestran las diferentes cepas empleadas en este trabajo experimental, en el
panel A: cepa ATCC- 10231 de referencia, B: cepa 520 levadura en gemacion,
C: cepa 684 presentan formacion de tubo germinativo y D: cepa 627-05 formacién
de tubo germinativo y clamidioesporas. Incubadas en medio de cultivo RPMI, 37°C

y 2 hrs.

Figura 3. Caracterizacion de distintos aislados de C.Albicans. (A) ATCC -10231
referencia (B) Cepa 520, (C) Cepa 684 y (D) Cepa 627-05, incubadas con RPMI,
37°C y 2 hrs. Micrografia en donde se muestran diferentes estadios con la formacion
biopelicula (flecha blanca), levadura en gemacion (flecha amarilla), clamidioesporas
(flecha verde) y de tubo germinativo (flecha roja). Microscopia de campo claro, 40x.
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2. Evaluacién de la morfologia durante la interaccion levadura—célula

Control Tiempos post-infeccion
sin infectar 1h 2h 3h

Figura 4. Cultivos de células RK13 infectadas con Candida albicans. Se muestran
microfotografias de cultivos control y cultivos después de 1, 2 y 3 horas de infeccion. A: cepa
de referencia; B: cepa 520; C: cepa 684; D: cepa 627-05

Microscopia de campo claro, 40X.



En la figura 4 se observa la interaccion levadura-célula, en donde diferenciamos
la forma de actuar de C. albicans, utiliza distintos mecanismos como la adhesion
e invasion del tubo germinativo. Durante la primera hora, existen cepas que han
modificado su estructura (levadura-hifa / hifa-levadura) (Ver Fig.4 A-D 1h). La
diferencia entre este cambio morfo genético varia de acuerdo a las condiciones
ambientales (pH, superficie de adherencia), genéticas (delecion en genes), y el
sitio anatdmico, por lo que el comportamiento ante la célula RK13 es variado. La
cepa 10231 de referencia, en la primera hora, se nota la presencia de levaduras
con tubo germinativo, en el transcurso del tiempo aumenta esta caracteristica,
facilitando asi la invasion a la célula hasta desprenderla de la superficie, a las tres
horas regresa a su forma de levadura con escasas células viables y redondas que
se aglomeran (Fig. 4 A; 1, 2 y 3 h). Mientras que la presencia de hifas de la cepa
520 causa dafio inmediatamente, ya que comienza a notarse el redondeo de
células; dentro de las dos horas la célula huésped pierde la morfologia alargada y
se observo el redondeo de las mismas, hacia las tres horas la poblacién de
levaduras sin tubo germinativo aumenta y se observa desprendimiento de células
RK13 (Fig. 4B; 1, 2, 3 h); Por otra parte los efectos causados por la cepa 684 son
mMAas severos, a una hora de exposicion la estructura levaduriforme redondea y
aglomera las células, hacia las dos horas de exposicién, proyectan el tubo
germinativo hacia las pocas células viables, para las tres horas se forman
biopeliculas que intensifican el dafio (Fig.4C; 1, 2, 3 h) . Con la cepa 627-05 el
cambio morfogenético es lento y se observa hasta las tres horas, pese a este
comportamiento, desde la primera hora de exposicion se observan los mismos
efectos, aglomerado de células redondas; hacia las tres horas de exposicion aun
continua la invasién (Fig. 4D: 1, 2, 3 h). Comparando con los cultivos celulares
control, la organizacion celular cambia de alargada a redondeada y se observan

separaciones entre las células.
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3. Evaluacion general de los filamentos de actina postinfeccién con C.
albicans.

Figura 5. Micrografia de fluorescencia, marcaje de actina con faloidina-rodamina en
cultivo celular RK13 infectadas con diferentes cepas de Candida albicans a una hora. A)
Cepa ATCC-10231, B) Cepa 520, C) Cepa 684 y D) Cepa 627-05. Se observa un
reordenamiento de las fibras de actina (Figs. 5A — D), formaciéon de camulos de actina en
las zonas de adherencia de las levaduras, polimerizacién de actina al contacto con tubo
germinativo, redondeo de células, perdida de las fibras de estrés y presencia de
microespinas. E) Cultivo células RK13 control, exhibe morfologia normal con formacion de
fibras de estrés definidas. 100x
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Figura 6.Micrografia de fluorescencia, marcaje de actina con faloidina-rodamina en cultivo
celular RK13 infectadas con diferentes cepas de Candida albicans durante dos horas. A)
Cepa ATCC-10231, B) Cepa 520, C) Cepa 684 y D) Cepa 627-05. Se observa pérdida de
la fibras de estrés (Figs. 6A — D), cimulos de actina en zonas adhesién de las levaduras,
aglomerados de células redondeadas con corteza celular gruesa, se llegan a observar
algunas filamentos de actina dispersos o en arreglos paralelos. E) Células RK13 control,
exhibe morfologia normal con fibras de estrés definidas. 100x
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Figura 7. Micrografia de fluorescencia marcaje, de actina con faloidina-rodamina en
cultivo celular RK13 postinfeccién de tres horas con diferentes cepas de Candida
albicans. A) Cepa ATCC-10231, B) Cepa 520, C) Cepa 684 y D) Cepa 627-05. Se
observa un reordenamiento de las fibras de actina y pérdida de fibras de estrés (Figs. 7A—
D), formacion de cimulos de actina que rodea al tubo germinativo, aumento del grosor de
la corteza celular provocando ligera separacion de células, formacion de microespinas,
redondeo de células E) Células RK13 control, exhibe morfologia normal, fibras de estrés
definidas, haces de actina, etc. 100x .
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Los cambios de actina resultantes de la exposicion con el patdégeno fueron
aparentemente afectando a la integridad de las células, en comparacién con las
células no expuestas (control). En las Figuras 5, 6, y 7 se muestra el analisis de
microscopia de fluorescencia con el marcaje de actina con faloidina-rodamina en
la células RK13 y distintas cepas de aislados clinicos de C. albicans. En esta
interacciobn se revelaron diferentes arreglos del citoesqueleto de actina, en
comparacion con las células control. En general, en las células infectadas (Figs. 5,
6y7 A B, CyD), se puede observar que la actina se concentra principalmente
alrededor del tubo germinativo, en la periferia de la célula y en los sitios de
contacto con levaduras se forman cumulos de actina, observados con mayor
intensidad, asimismo se observa la pérdida de las fibras de estrés y formacion de
microespinas y también se not6 el redondeo de las células enmarcadas por una
corteza celular. En los cultivos celulares sin infectar se conserva la morfologia
celular y la formacion de fibras de estrés durante todos los tiempos de exposicion
(Figs. 5,6,y 7, E).

En la figura 5 a una hora postinfeccion, en general, se nota el reordenamiento de
los filamentos de actina (Figs. 5 A-D). Se observan con pronunciadas formaciones
de cumulos de actina en los sitios de contacto de las levaduras y con el tubo
germinativo (Figs. 5 B y C) y el redondeo de células (Fig. 5D), asi también pérdida
de las fibras de estrés y formacion de microespinas (Figs. 5 B y D) lo que nos

puede indicar la contraccion de la célula ante la infeccion.

Hacia las dos horas, se observa un reordenamiento del citoesqueleto de actina
(Figs. 6 A-D), de manera similar a lo observado a la hora de infeccién, con efectos
pronunciados con multiples cimulos de actina en los sitios de contacto con las
levaduras (en su mayoria la forma de hifa) (Fig. 6 A,D), la aglomeracion de células
con corteza celular gruesa y cumulos de actina ligeramente perceptibles (Fig. 6B).
De igual manera se nota la pérdida de las fibras de estrés permaneciendo solo
algunas dispersas en el citoplasma (Fig. 6D) y formacion de microespinas (Fig.
6C).
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Al termino de exposicion (tres horas), se observa un reordenamiento de los
filamentos de actina con pérdida de las fibras de estrés (Figs. 7A-D), formacion
de un anillo de actina en el cuello del tubo germinativo (Fig.7A), aumento del
grosor de la corteza celular provocando ligera separacion de células y redondeo

de las mismas (Fig.7 Ay D), y la formacion de microespinas (Fig. 7C).

Este experimento nos indica que los distintos aislados pueden llegar a utilizar
diferentes mecanismos de virulencia que de alguna u otra forma (adherencia,
prolongacion de tubo germinativo, secrecién de metabolitos en el medio) alteran la

morfologia celular y ocasionan rearreglos de los filamentos de actina.

4. Evaluacion particular de los filamentos de actina postinfeccion de
diferentes cepas de C. albicans

Las figuras 8-19 muestran a detalle los efectos causados por varias cepas de C.
albicans, donde se observan las modificaciones a diferentes tiempos de infeccion.
En primera instancia es constante la formacion de cumulos de actina que rodean
la parte inicial del tubo germinativo y en otros la parte final del mismo, la
despolimerizacion de las fibras de actina, observandose de forma difusa u
organizada de forma paralela o radial. En algunas células se resalta la corteza

celular al igual que existen proyecciones de actina en formas de microespinas.

En los cultivos celulares infectados con la cepa de referencia ATCC-10231 se
observan los cumulos de actina en los sitios de contacto con las levaduras (Figs. 8
b, c, e; Fig.9 a, c; Fig. 10 a flechas blancas) y presentan una peculiaridad, la
formacion de anillos de actina que rodean la parte del cuello del tubo germinativo
al contacto con la célula (Fig. 9a, flecha amarilla) durante los tres tiempos de
exposicion. Por otro lado en el tiempo de exposicién se observa el redondeo de
células (Fig. 8b, c, e; Fig. 9c; Fig. 10a) con pérdida de las fibras de estrés y
presencia de algunos filamentos actina presentandose de forma dispersa (Figs. 8,
9, 10).
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En los cultivos infectados por la cepa 520 se observan estos cumulos de actina en
la parte media y final del tubo germinativo (Figs. 11a, 12a, 13a, flechas blancas),
pérdida de las fibras de estrés y formacion de microespinas (Fig. 1la, flechas
azules). También se llega a notar un engrosamiento de la corteza celular (Fig. 13a,
flecha azul). Los cambios efectuados por la cepa 684, van desde la formacién de
cumulos de actina tanto en el cuello como la parte final del tubo germinativo (Fig.
14 a, b y c, flechas rojas), de igual manera al contacto con la forma levaduriforme,
(Figs. 14 a, by c, 15 a y c flechas blancas). También se observa la formacion de
cumulos de actina en el borde de las células (Fig. 14c, flecha azul). A las dos
horas de contacto se noto la formacion de anillos de actina (Fig.15 a y c, flecha
azul). A las dos y tres horas de infeccion se observa la formacion de microespinas
(Figs.15a y 16a, flecha amarilla). En todos los tiempos de infeccién hubo pérdida
de las fibras de estrés.

Los cultivos de RK13 infectados con la cepa 627-05, se noté una respuesta mas
agresiva, ya que desde la primera hora de interaccion, las células comienzan a
redondearse y la distribucion de las fibras estrés se pueden observar de manera
difusa (Fig. 17a, flecha verde), redondeo de células con microespinas (flecha
amarilla (Fig. 17a, flecha amarilla) y cimulos de actina en sitios de contacto célula-
levadura (Fig. 17a y c, flecha blanca). A la segunda y tercera hora se notan las
células redondeadas con anillos de actina en su superficie (Figs. 18a y 19a) y
engrosamiento de la corteza celular (Fig. 18a). Los anillos con los bordes
enriquecidos en actina, por su namero y apariencia recuerdan a las burbujas
presentes en células que estan entrando en apoptosis. En todas las células se

nota la pérdida de las fibras de estrés.
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Figura 8. Cultivo celular RK13 infectada con la cepa de referencia ATCC-10231 a
dos horas posinfeccion; marcaje de actina con faloidina-rodaminada; a) Micrografia
de fluorescencia en donde se observan los cimulos de actina al contacto con las
levaduras (flecha blanca) 40x, células redondeadas y aumento de la corteza celular
(flecha azul); b) Observacion de la Fig. 8a a mayor aumento, 100x; c) Micrografia de
fluorescencia, observandose cumulos de actina alrededor del tubo germinativo
(flecha naranja) d) Micrografia de campo claro de la Fig. 8d; e) Micrografia de
fluorescencia, observandose perdida de las fibras de estrés (flecha verde), cimulos
de actina (flecha blanca) y microespinas (flecha amarilla), f) Micrografia campo claro
de la Fig.8e, 100X.
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Figura 9. Cultivo de células RK13 infectadas con cepa de referencia ATCC-10231
dos horas postinfeccién. a) Micrografia de fluorescencia marcaje de actina con
faloidina-rodaminada, observandose aumento en la corteza celular (flecha azul),
cumulos de actina en contacto célula-levadura (flechas blancas), formacion de un
anillo de actina (flecha amarilla) y pérdida de la fibras de estrés; b) Micrografia de
fluorescencia de la Fig. 9a con marcaje de nucleos con DAPI. 40x c) Micrografia de
fluorescencia con marcaje de actina con faloida-rodaminada, observandose cumulo
de actina al contacto con el tubo germinativo (flecha blanca), perdida de las fibras de
estrés (flecha azul); d) Micrografia en donde se empalmaron las imagenes de campo
claro y de fluorescencia con marcaje de nucleos con DAPI. Observacion a 100x.
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Figura 10.Cultivo de células RK13 después de 3 horas de infeccién con la cepa de
referencia ATCC-10231; a) Micrografia de fluorescencia marcaje de actina con
faloidina-rodaminada, observandose mdltiples cimulos de actina al contacto con el tubo
germinativo (flechas blancas), pérdida de fibras de estrés y redondeo de células; b)
Micrografia en donde se empalmaron las imagenes de campo claro y de fluorescencia
con marcaje de nucleos con DAPI. Observacion a 100x.
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Figura 11. Cultivo celular RK13 infectadas con cepa 520 una hora postinfeccion
marcaje de actina con faloidina-rodaminada; a) Micrografia de fluorescencia,
observandose multiples cimulos de actina en zonas de contacto con levaduras (flecha
blanca), pérdida de las fibras de estrés, células amorfas con una fina corteza celular y
formacion de microespinas (flecha azul); b) Micrografia de fluorescencia con marcaje
para nucleos con DAPI.100X.

b

Figura 12. Cultivo celular RK13 infectados con cepa 520 a dos horas postinfeccion
marcaje de actina con faloidina-rodaminada; a) Micrografia de fluorescencia cumulos de
actina en contacto con el tubo germinativo (flecha blanca); b) Micrografia con empalme
de fluorescencia y campo claro con DAPI para nucleos; 100x.
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a b

Figura 13. Cultivo celular de RK13 infectadas con cepa 520 tres horas posinfeccion; a)
Micrografia de fluorescencia marcaje de actina con faloidina-rodaminada, observandose
cumulos de actina rodeando el tubo germinativo (flecha blanca) y engrosamiento de la
corteza celular (flecha azul); b) Micrografia con empalme, fluorescencia y campo claro,
marcaje de nucleo con DAPI. Microscopia 100x.
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Figura 14. Cultivo celular RK13 infectadas con cepa 684 una hora, a) Micrografia
de fluorescencia marcaje de actina con faloidina-rodaminada, observandose cumulos
de actina al contacto con el tubo germinativo (flecha roja); b) Micrografia
fluorescencia y campo claro, marcaje de nudcleos con DAPI; ¢) Micrografia de
fluorescencia marcaje de actina con faloidina-rodaminada, cumulos de actina al
contacto célula-levadura (flechas blancas) y con tubo germinativo (flecha roja); d)
Micrografia de fluorescencia y campo claro empalmadas, tincion de nudcleos con
DAPI; e) Micrografia de fluorescencia, marcaje de actina con faloidina-rodaminada,
observandose multiples cumulos de actina en sitios de contacto célula-levadura
(flecha blanca) y con tubo germinativo (flechas roja), células redondeadas vy
cumulos de actina en el borde de la corteza celular (flecha azul). En todas las células
se nota la ausencia de fibras de estrés; f) Micrografia fluorescencia y campo claro
empalmadas, marcaje de nucleo con DAPI .100x.
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Figura 15. Cultivo celular RK13 infectadas con cepa 684 dos horas posinfeccion, a)
Micrografia de fluorescencia marcaje de actina con faloidina-rodaminada,
observandose cumulos de actina (flecha blanca) y formacion de microespinas (flecha
amarilla) y anillos de actina (flecha azul); b) Micrografia fluorescencia, marcaje de
nacleos con DAPI; ¢) Micrografia de fluorescencia marcaje de actina con faloidina-
rodamina, cimulos de actina en los sitios de contacto célula-levadura (flecha blanca) y
formacion de anillos de actina (flecha azul); d) Micrografia de fluorescencia, tincién de
nucleos con DAPI.100x
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Figura 16. Cultivo celular RK13 con cepa 684 tres horas posinfeccion, a) Micrografia de
fluorescencia marcaje de actina con aloidina-rodaminada, observandose microespinas
(flecha amarilla); b) Micrografia fluorescencia, marcaje de nucleos con DAPI; 100x
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Figura 17. Cultivo celular RK13 infectadas con cepa 627-05, postinfeccion una hora. a)
Micrografia de fluorescencia con faloidina-rodaminada marcaje de actina,
observandose cumulos de actina en los sitios de contacto célula-levadura (flecha
blanca), células redondas, engrosamiento de la corteza celular y microespinas (flecha
amarilla) y distribucion difusa de los filamentos de actina (flecha verde), b) Micrografia
de fluorescencia con DAPI, marcaje de nlcleos, de células y levaduras; ¢) Micrografia
de fluorescencia con Faloidina-rodaminada, marcaje de actina con Faloidina-
rodaminada, observandose cumulos de actina alrededor del tubo germinativo (flecha
blanca) y presencia desorganizada de algunas fibras de estrés (flecha azul); d)
Micrografia de fluorescencia y campo claro empalmadas, marcaje de nucleos con

DAPI .100x.
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b

Figura 18. Cultivo celular RK13 infectadas con cepa 627-05 dos horas postinfeccion;
a) Micrografia de fluorescencia marcaje de actina con faloidina-rodaminada,
observandose, aumento en la corteza celular (flecha amarilla), presencia de
proyecciones en forma de anillos sobre la superficie celular (flecha azul); b)
Micrografia de fluorescencia y campo claro empalmadas con marcaje de ndcleo con
DAPI. 100x

Figura 19. Cultivo celular RK13 con cepa 627-05 tres horas posinfeccion; a)
Micrografia de fluorescencia marcaje de actina con faloidina-rodaminada,
observandose célula redondeada, no hay contacto directo con las levaduras y se nota
la presencia de anillos de actina sobre la superficie celular (flecha azul); b) Micrografia
de fluorescencia marcaje de nucleo con DAPI. 100x.
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X. DISCUSION

El objetivo de este estudio es evaluar y comparar los cambios en los filamentos
de actina que sufre la célula al interactuar con C. albicans, mediante ensayos de
fluorescencia. La actividad de C. albicans, se muestra sobre la organizacion de la
actina componente del citoesqueleto, afectado en las células epiteliales, RK13.
Los mecanismos por los cuales los patégenos consiguen acaparar la maquinaria
de una célula eucariota, van desde la secreciéon de biomoléculas, receptores de
superficie, morfogénesis, entre otros, desencadenan una serie de reacciones que
alteran el equilibrio con la finalidad de proliferar. La célula huésped maniobra ante
el estrés causado por las condiciones en su exterior e interior; en este ultimo
involucra un rearreglo del citoesqueleto entre la polimerizacion y la
despolimerizacion de los filamentos de actina (Rocha, RC, et al., 2005).

La interaccion de C. albicans con RK13 arrojaron diferencias entre las cepas
clinicas aisladas. El hongo creci6 de diferentes formas morfologicas, como
levadura, pseudohifas, hifas y clamidosporas (ver Figura 3). Las variantes
fenotipicas estudiadas son levaduras e hifas, que desempefian diferentes roles
durante las etapas de adhesion e invasibn acompafiada de las expresiones
genotipicas, que de acuerdo a investigaciones anteriores, los cambios en las
condiciones ambientales, en este caso las condiciones producidas en un
ambiente in vitro son considerados un proceso de adaptacion (Calderon, Zavrel, et
al., 2010;Velazquez, 2014) y que probablemente este cambio en el ambiente y del
origen de anatdmico sea la clave de la diversidad de comportamiento entre los

aislados clinicos de Candida.

En un sistema eucariota, varias funciones se atribuyen al sistema citoesquelético
del que forman parte los filamentos de actina, microtibulos y filamentos
intermedios (Herrmann y Aebi, 2004; Reisler y Egelman, 2007). Muchos
patdgenos microbianos durante de la invasion de células producen factores de
virulencia que son responsables en la alteracion y organizacion del citoesqueleto

(Barbieri et al., 2002). La modificacion es principalmente en la forma de la
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polimerizacion y despolimerizacion de actina, lo que lleva a su reordenamiento.
Las infecciones invasivas por el dimorfismo de C. albicans son a menudo fatal, y la
base molecular de la invasion celular se encuentra bajo investigacion en muchos

laboratorios.

En los cultivos de células epiteliales y endoteliales, la invasion de las hifas causa
el reordenamiento de actina similar a la invasion de la célula bacteriana. En el
presente estudio, la investigacion con microscopia de fluorescencia detallada ha
arrojado imagenes en donde la reorganizacion de las fibras de actina se produce
en redondeo de células y posibles pseudépodos, anillos de actina recién formados
gue rodea las hifas penetrantes, estos resultados son similares a Atre et al., 2008

donde obtiene estas estructuras a partir de las células de la cérnea

El uso de microscopia de fluorescencia con marcaje directo, nos permitio obtener
observaciones del citoesqueleto y la organizacion de la actina. Las observaciones
revelaron que C. albicans afect6 a la organizacion de la actina en su huésped, lo
que resultd en la agregacion de actina al contacto directo con la levadura, lo cual
es evidencia de que altera los filamentos de actina, (Fig. 5, 6 y 7) Cambios
morfolégicos en la levadura producen el mismo efecto formando un cumulo de
actina polimerizada, ya se trate en su forma de hifa o de levadura. Atre et al.,
(2008), también obtienen resultados similares Wasylnka & Moore (2008), pero
estos Ultimos autores trabajaron Unicamente con extractos de levadura y
concluyen que este efecto se debe a la secrecion de metabolitos en el medio. Es
asi gque los cambios observados por nosotros puedan deberse no solo al contacto
sino también a la secrecion de factores de virulencia que alteran el equilibrio en la
célula huésped, este mecanismo de virulencia, en el que se latera la estructura de
los filamentos de actina sin contacto con la levadura lo observamos en la figura

11a, con la cepa 520.
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Otro factor que modifica los filamentos de actina es la adhesion de algunas formas
levaduriformes o hifas, en su mayoria estas ultimas (Figs. 8b, 8c, 8e, 10a, 12a,
13a), algunos autores como Kimura, 1980; Raut, 2010; Cuellar, 2012; Velazquez
2014; Naglik, et. al. 2011 hacen referencia al uso de receptores de superficie de la
levadura como ALS3 o factores de virulencia como SAP que interactian con E-y
N-cadherina de las células, provocando alteraciones en la via de sefializacion en
que intervienen Rho GTPasas que afectan la polimerizacion o despolimerizacion
de los filamentos de actina que al igual que la configuracion morfolégica son
cambios que podemos observar en la segunda hora de infeccién, provocando la
acumulacion de actina alrededor del tubo germinativo; como ya se mencioné con
anterioridad estos cumulos de actina son llamados también anillos que solo se

observan en el cuello de la levadura. (Figs. 8, 9, 10,14c, 15c)

Otro cambio morfolégico es el redondeo de células, esta forma estructural se
observa repetitivamente en los aislados clinicos asi como en la cepa de
referencia (520, 684,627-05), lo cual suponemos pueda ser un efecto de la
secrecion de metabolitos en el medio que ocasionan este cambio en la morfologia
de la célula (ver figura 6B) y que sea uno de los mecanismos de la levadura para
invadir los tejidos. Este cambio en la morfologia, el redondeo de las células y su
separacién, es compatible con el inicio de dafio y muerte celular provocado por las
levaduras (Figs. 4B, 5C, 15a, 16a, 17a,18ay 19a).

En particular las cepas estudiadas aparentemente utilizan mecanismos similares
(adherencia y cambios morfolégicos) para proliferar y no dependen del sitio
anatomico aislado, como observamos en nuestros resultados. Sin embargo si se
not6 una diferencia en el caso de C. albicans 627-05 (aislado de piel) que provoca
los cambios observados a menor tiempo de infeccidon. Esto tal vez se deba a que
utiliza otros mecanismos de adherencia, que algunos investigadores la relacionan
con adhesinas como quitina, B-glucanos, lipidos, proteinas y manoproteinas asi
como también la intervencion de receptores de membrana que actian como los

mediadores mas importantes de dicha interaccion, con efectos letales en la célula.
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XI.

CONCLUSIONES.

Se estandarizé el modelo de infeccion in vitro de células RK13 con
diferentes cepas de Candida albicans.

Se demostré en los cultivos celulares la interaccion de Candida albicans
con las células RK13.

Se identificaron los diferentes estadios de Candida albicans:
clamidioesporas, formacion de biopelicula, formacion de tubo germinativo y
levaduras en gemacion

C. albicans provoc6 cambios en la morfologia celular con redondeo de las
células infectadas.

C. albicans ocasioné rearreglos del citoesqueleto de actina: pérdida de
fibras de estrés, formacién de microespinas y anillos de actina, camulos de
actina en sitios de contacto con las levaduras y con el tubo germinativo.

Los rearreglos de los filamentos de actina se presentaron tanto en la cepa
de referencia como en los tres aislados clinicos, encontrando solo una
diferencia que fue la formacion de anillos en el cuello del tubo germinativo
en cultivos infectados con la cepa de referencia.

Los cambios ocasionados por la cepa 627-05 (aislado clinico) fueron mas
severos y se presentaron a un tiempo mas corto.

Los rearreglos del citoesgaueleto observados en las 4 cepas utilizadas
fueron caracteristicos de la patogenia de la infeccion por Candida albicans

como parte de su mecanismo de infeccion.
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