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1. RESUMEN

Las CI representan el 80-90% de las micosis invasivas nosocomiales. Los factores de virulencia
de este patogeno oportunista incluyen su habilidad para sobrevivir como comensal, la adherencia
a células del hospedador, la secrecion de enzimas hidroliticas y el cambio de morfologia. Por todo
lo anterior el principal objetivo de esta tesis es demostrar la existencia de vesiculas extracelulares
en Candida albicans, teniendo como hipdtesis que entre méas alto sea el valor de la actividad
proteasa de las cepas a evaluar, sera mas probable encontrar microvesiculas bajo condiciones de
desecacion y baja concentracion de glucosa en el medio. Para la metodologia experimental se
emplearon 46 cepas clinicas, las cuales fueron resembradas en agar SDA para su crecimiento, por
48h a 35°C y posterior resiembra en agar girasol por triplicado dejandose incubar durante 7 dias a
28°C, para finalmente ser identificadas mediante microscopia Optica. Los resultados de las 46
cepas a partir de los criterios de intensidad de actividad proteasa propuestos por Hernandez-Solis,
indican la siguiente distribucion: el 54.34% de cepas son de actividad proteasa alta; el 28.26% son
de actividad moderada y solo el 17.39% son de actividad débil. Por otro lado, de acuerdo con el
analisis estadistico que se realiz6 del origen clinico de las cepas en funcién de la intensidad de la
actividad proteolitica, muestra que en cepas cuyos origenes fueron secreciones faringeas y
vaginales prevalecio la actividad alta. El andlisis de la actividad proteasa en funcion del promedio
de microvesiculas presentes en cada muestra, sefiala que hay un predominio notable de la actividad
moderada-alta con un promedio de X=2 microvesiculas. Para finalizar, el anélisis estadistico del
origen clinico de las cepas en funcién del promedio de microvesiculas presentes, revel6 que para
todos los origenes clinicos el promedio que predomino fue de X=2 microvesiculas por campo de

visualizacion.
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Por lo anterior, es importante resaltar que las microvesiculas pueden entenderse como
transportadores multifuncion, es decir, la liberacion de las mismas les permite, en primer lugar,
responder a sefiales ambientales, en segundo lugar, secretar al exterior componentes propios entre
ellos factores de virulencia como lo son las proteasas, por ultimo les permite establecer

interacciones con la célula hospedadora.
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2. INTRODUCCION

En las Ultimas décadas, diferentes especies de hongos oportunistas han alcanzado una enorme
relevancia clinica, como es el caso de Candida, en especial la especie albicans. Se considera el
patdgeno oportunista mas prevalente en humanos y causa varias formas de candidiasis: desde
infecciones superficiales en la piel y mucosas hasta enfermedades sistémicas que ponen en riesgo
la vida, en pacientes con el sistema inmune deprimido. Es por ello que Candida albicans se ha
elegido como modelo de estudio para poder identificar las estructuras que forman parte de sus
factores de patogenicidad, denominadas microvesiculas, producidas en su pared celular y con ello
poder entender mejor las interacciones patdgeno-hospedador, asi como las condiciones que
permiten el desarrollo de estas estructuras y con ello una mayor virulencia, fendbmeno que es

impedido bajo condiciones normales de inmunidad. (Pérez, 2017)

Por todo lo anterior el principal objetivo de esta tesis es demostrar la existencia de microvesiculas
extracelulares en C. albicans, que podrian servir como medios de diagnéstico de Cl o bien como

herramientas terapéuticas en un futuro no muy lejano.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Aspectos generales.
3.1.1 Infecciones fungicas e importancia en salud publica.

Las IFI son un grupo de enfermedades en aumento progresivo en las dos Ultimas décadas,
fundamentalmente en el &mbito nosocomial. Su importancia radica, ademas, en la morbilidad y
mortalidad secundarias a estos procesos, especialmente en el caso de los causados por hongos
oportunistas, entre ellas, las candidiasis ya que son los procesos mas comunes las cuales inciden
mas frecuentemente en pacientes con neoplasias hematoldgicas y en aquellos ingresados en areas
de cuidados intensivos de adultos o nifios, sin olvidar la frecuencia en otros pacientes
inmunodeprimidos como los que padecen infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana

(VIH) avanzada o los receptores de trasplantes. (Pachon, 2016)

Un aspecto que considerar es la frecuencia creciente de las diferentes especies de Candida
albicans, menos sensibles a los antifingicos y que pueden llegar a representar la mitad de los
episodios. Entre los hongos filamentosos, deben destacarse las infecciones por especies de
Aspergillus que inciden en pacientes con neutropenia profunda y prolongada, asi como en
receptores de trasplantes y otros inmunodeprimidos. Otras micosis invasoras son menos
frecuentes, destacando las infecciones por Cryptococcus neoformans, sobre todo la forma de
meningitis en pacientes con infeccién por el VIH avanzada, y las infecciones emergentes por otros

hongos filamentosos. (Cisneros, 2006)
3.2 Candida albicans hongo patdégeno mas frecuentemente aislado.

C. albicans es un hongo patdgeno oportunista del ser humano, que en condiciones normales forma

parte de la microbiota habitual del organismo, principalmente de las membranas mucosas de los

~



tractos gastrointestinal, genitourinario y piel. Sin embargo, en condiciones en las que la respuesta
inmune se encuentra disminuida, este hongo es capaz de invadir otros tejidos y 6rganos de su
hospedador llegando a producir infecciones sistémicas que pueden ser graves, causando incluso la

muerte del paciente (Geraldine, et al. 2009; Pfaller, et al. 2010).

La mayoria de las especies de Candida habitan en el ser humano y otros animales homeotermos,
colonizando la boca y aparato digestivo del 30-50% de los individuos. Dicha colonizacion se
produce desde los primeros dias de vida y es mas relevante en lactantes, nifios y ancianos,
receptores de antibidticos y quimioterapicos, pacientes con VIH, diabéticos, y mujeres

embarazadas (10-40%) (Peman, et al. 2013).

Las CI representan el 80-90% de las micosis invasivas nosocomiales. La incidencia de CI se
increment6 a partir del afio 1980, debido a los importantes avances médicos y quirlrgicos,
tratamientos oncoldgicos y trasplantes de 6rganos solidos. Desde hace una década la ocurrencia se
mantiene estable o ha disminuido, gracias a las mejoras diagnoésticas y terapéuticas, pero no

habiendo disminucién en su mortalidad (Peman, et al. 2013).

3.2.1. Genoma de Candida albicans.

C. albicans es una levadura diploide, con una fase haploide no descubierta hasta el momento y por
un largo tiempo fue considerado asexual. Su genoma es de aproximadamente 14,5 Mb y esta
organizado en ocho pares de cromosomas que albergan alrededor de 6100 genes de un tamario
medio de 1.450 pb. Llamados histéricamente del 1 al 7 y R, con 32 Mb y contiene en total 12405

ORF’s (Cruz, et al. 2017).

Uno de los hechos méas importantes del genoma de C.albicans, es la relevancia de los

reordenamientos numeéricos y estructurales cromosomales que dan lugar a un incremento de la
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diversidad genética. Estas alteraciones generan cambios en el fenotipo, permitiendo una mayor
adaptacion al entorno (Butler, et al. 2009; Selmecki, et al. 2010). Considerando que la variacion
genética y su evolucion en las interacciones huésped/patogeno y el deterioro de la funcién inmune

contribuyen claramente a la gravedad de infecciones por C. albicans. (Cruz, et al. 2017).

Otra caracteristica importante es que el hongo posee caracteristicas que facilitan la transicion de
un comensal inocuo a patdgeno, ya que en muchas de sus especies (como albicans o glabrata) el
codon CUG, que en otras especies codifica para leucina, aqui lo hace para serina. Esta ambiguiedad
en el uso del codén CUG puede permitirle a C. albicans, que bajo condiciones de estrés disminuya
la tasa de sintesis de proteinas e induzca la expresion constitutiva de la maquinaria de respuesta a
estrés. Asi, una respuesta permanente al estrés celular se traduce en una mejor adaptacion del

hongo a cambios ambientales (Santos, et al. 1999).

3.2.2. Morfologias de Candida albicans.

La capacidad de C. albicans para cambiar de forma reversible entre la levadura, pseudohifas y
morfologias de hifas es ampliamente conocida y es esencial para la patogenicidad en los planos
superficiales y sistémicos. La morfogénesis de las hifas se acopla con la virulencia; los genes que
controlan la morfologia hifal son co-regulados por genes que codifican factores de virulencia.
Genes hifa especificos Ume6 y HGC1 son reguladores de la transcripcion de las hifas y la
morfogénesis. Los niveles de factor de transcripcion Ume6 controlan los niveles y la duracion de

la hifa. (Sjostrom, et al. 2017)
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Entre las formas que puede desarrollar como respuesta a estimulos ambientales este hongo

polimorfico son: levaduras, hifas, pseudohifas y clamidosporas, tal como se muestra en la Figural.

Figura 1. Distintas morfologias de C. albicans a) Levaduras; b)Hifas; c)Pseudohifas; d) Clamidosporas (Modificado
de Subdery, et al. 2004)

Las levaduras son formas ovaladas unicelulares que se dividen por gemacién y se separan al
finalizar la citoquinesis. Las hifas son estructuras multicelulares que presentan un crecimiento
hiperpolarizado dando lugar a filamentos en los que las paredes laterales del filamento se
mantienen paralelas a nivel del septo. Las pseudohifas se presentan como una forma intermedia
entra levaduras e hifas y se caracterizan por presentar constricciones en los planos de division de
los diferentes compartimentos celulares y por crecer de forma ramificada (Burnett. 1979; Orlean,
et al. 1986; Sudbery, et al. 2001; Sudbery, et al. 2004; Sudbery, et al. 2011). Por ultimo, las
clamidosporas se caracterizan por poseer una pared celular gruesa, su formacion se da por el
engrosamiento de una hifa, el cual se redondea y produce la pared gruesa que las caracteriza, para
luego desprenderse al medio y proporcionarle al hongo la resistencia a condiciones desfavorables

como el calor y la desecacién (Garcia, Vera 1990).

Las especies de Candida producen pseudohifas o hifas verdaderas, siendo C. glabrata la Unica
excepcion. Desde otro punto de vista, C. albicans genera tubos germinales y clamidosporas

terminales de pared gruesa. La segunda especie mas frecuente desde un punto de vista clinico del
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género es C. glabrata. Esta levadura no genera pseudohifas, ni hifas, y tampoco tubos germinales

y clamidosporas.

En condiciones in vitro, casi todas las especies de este género dan lugar a colonias lisas de color
blanco a crema. C. albicans tiene la capacidad de realizar cambios fenotipicos y sufrir un cambio
en su morfologia colonial, siendo las colonias mas rugosas, incluso llegando a ser “vellosas”
(Ausina Ruiz, et al. 2006). Es posible que este cambio en su aspecto pueda deberse a una mayor
facilidad de esta especie a sufrir cambios en respuesta a una sefial ambiental o alteraciones de su

micro-ecosistema.
3.3. Epidemiologia

En conjunto, las especies de Candida representan casi el 80% de todos los hongos patdégenos
causantes de infecciones nosocomiales puesto que colonizan el tubo digestivo desde la cavidad
bucal hasta el recto. También se desarrollan como comensales en la vagina y la uretra, la piel y
bajo las ufias del pie y la mano. La candidemia es la forma mas comdn de enfermedad invasiva
por esta especie, representando cerca del 15% al 20% de todas las infecciones sanguineas en los

hospitales de los paises desarrollados. (Villalobos, et al. 2016).

La distribucion geografica de esta micosis es universal y mas de 70% de ellas son producidas
por C. albicans observandose un porcentaje mayor por el serotipo B. Los casos de candidiasis

sistémica estan relacionados a pacientes con severas deficiencias en su sistema inmune.

Por otro lado, el hallazgo de C. krusei y C. glabrata como agentes infecciosos involucrados en
enfermedades sistémicas intrahospitalarias ha aumentado en los ltimos afios y son habitualmente

resistentes a los compuestos azolicos (Del Palacio, 2009)




Los casos registrados de candidiasis muestran que el sexo no influye en la frecuencia, a excepcion
de la candidiasis urogenital que tiene mayor incidencia en el sexo femenino. La edad y raza de las
personas son factores que, segun la clinica, no influyen en la presentacion de la micosis, la cual
realmente dependeréa del factor de inmunocompromiso asociado; sin embargo, por lo que respecta
a la ocupacion, aunque no es un factor de importancia, se considera que algunas actividades de las

personas pueden favorecer la infeccion. (Bouza, 2008)

La tasa de portadores orales es significativamente mayor en poblaciones pediatricas, pacientes
ingresados, sujetos infectados por el VIH, personas con dentadura postiza, diabéticos, pacientes
sometidos a quimioterapia antineoplasica y antibioterapia. Practicamente todos los seres humanos
pueden albergar una o més especies de Candida en su tubo digestivo, y los niveles del estado de
portador sano, pueden aumentar hasta los niveles de enfermedad detectable u otra situacién de
alteracion de los mecanismos de defensa del organismo hospedador asi que los indicios
acumulados permiten esbozar una perspectiva general de la candidemia nosocomial, como a

continuacion se muestra:
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En las Ultimas dos décadas han ocurrido cambios significativos en la epidemiologia de la
candidemia, sobre todo relacionados con la frecuencia de las especies involucradas. Se ha
observado un descenso de la incidencia de C. albicans desde un 90% en los afios 70, hasta un 50%
0 menos en la actualidad, en favor del aumento de otras especies de Candida no albicans, tales
como: glabrata, tropicalis, parapsilosis y krusei. La incidencia de candidemia por C. parapsilosis
ha crecido progresivamente y estudios recientes la ubican como la tercera causa mas frecuente de
candidemia en el mundo. Ademas, esta infeccion conduce a una alta mortalidad atribuible a una
estancia hospitalaria prolongada y por lo tanto un aumento en los costos de atencion. (Pfaller,

2007)




Mientras que C. albicans y C. parapsilosis son especies importantes en la etiologia de infeccién
sistémica en lactantes y nifios, en las personas de mayor edad, se observa una disminucion de las
infecciones por ambas especies, en paralelo a un notable incremento de las debidas a C. glabrata.,
como se observa en la figura 3. De igual modo, aunque C. albicans es la especie dominante de
infeccion septicémica en Norteamérica, C. parapsilosis y C. tropicalis tienen una mayor frecuencia

en Latinoamérica. (Pfaller, 2007)
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Fig. 3. Porcentaje de candidemias producidas por algunas especies de Candida por grupo de edades en
Norteamérica. Datos tomados de Las infecciones emergentes y la epidemiologia de organismos inferiores, 1998 a
2001. (Datos tomados de Pfaller, et al. 2007)
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3.3.1. Candidiasis y candidemias: enfermedades y manifestaciones
clinicas.
Es una infecci6on primaria o secundaria, causada por levaduras del género Candida, con
manifestaciones clinicas extremadamente variables de evolucién aguda, subaguda, crénica o
episodica, en las cuales el hongo puede causar lesiones cutaneas, muco-cutaneas, profundas o

diseminadas (Pappas, 2009).




El principal agente etiolégico es C. albicans, pero pueden estar implicadas otras especies como:
C. dubliniensis, C. glabrata, C. famata, C. krusei; C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. tropicalis, etc.
Levaduras de otros géneros distintos de Candida como Saccharomyces, Pichia, Rhodotorula

pueden dar cuadros clinicos similares a la Candidiasis. (Ponton, 2006)

Por lo mencionado anteriormente, la mayor parte de las infecciones son de origen enddgeno a
partir de los reservorios muco-cutaneos o cutaneos (introducidos a partir de catéteres u otros
dispositivos de uso médico, que interrumpen la barrera cutanea), aunque también pueden ser
exogenas, por ejemplo en los hospitales, donde las levaduras pueden ser transmitidas a lactantes a
partir de biberones mal esterilizados, o0 a pacientes transplantados o inmunosuprimidos a partir de
materiales quirdrgicos, equipos de dialisis o endoscopios mal descontaminados o por transmision
horizontal a partir de la existencia de infecciones por levaduras en manos o ufias del personal que

trabaja en UCI, sin la debida proteccion.

El espectro de infeccion abarca desde las enfermedades de las mucosas y cutaneas superficiales,
hasta la diseminacion hematdgena extensa, con afeccion de 6rganos vitales como el higado, el
corazén, el bazo, el rifidn y el cerebro. La candidiasis invasora o candidemia es una de las
manifestaciones mas graves de la infeccion por Candida spp., y su diagndstico se realiza mediante

el aislamiento de dicho microorganismo en hemocultivos. (Ponton, 2007)

Los factores desencadenantes de la enfermedad son generalmente modificaciones en los
mecanismos de defensa del huésped, los cuales, secundariamente, inducen transformaciones en el
comportamiento del hongo. Las manifestaciones clinicas y la severidad de la infeccién estan en

relacion con la naturaleza y el grado de compromiso de las defensas normales del huésped.




Las causas predisponentes a candidiasis y candidemias se pueden agrupar en:

» Locales: Maceracion de tejidos cutaneos, contacto con agua, mala higiene.

A\

Fisioldgicas: Recién nacidos, vejez (edades extremas), embarazo.
Endocrinas: Diabetes, hipotiroidismo.

Alteracién de la microbiota normal: Por uso de antibidéticos.

YV YV Vv

Enfermedades hematoldgicas: Linfomas, leucemias, anemia aplésica, agranulocitosis,

neutropenia, hipo y agamaglobulinemia.

> Factores iatrogénicos: Uso prolongado de corticoides, quimioterapicos, inmunosupresores,
agentes citotoxicos, alimentacion parenteral, transplantes, cirugia abdominal, utilizacion
de sondas y catéteres, radioterapia, prétesis, hemodialisis, cateterismo.

> Enfermedades debilitantes: Neoplasias, infeccion por virus de inmunodeficiencia humana

(VIH), inanicion, quemaduras graves y extensas, drogadiccion, tuberculosis y otras

enfermedades infecciosas.
3.4. Factores de virulencia de Candida spp.

El potencial patogénico de las levaduras varia considerablemente. Estas no son un componente
pasivo del proceso infeccioso, sino que poseen una serie de factores de virulencia. No existe un
unico factor que pueda ser considerado por si solo como responsable de la patogenicidad, sino que
se ha propuesto una combinacion de diferentes factores que contribuyen a una o mas etapas de la
infeccion. Estos factores incluyen su capacidad para sobrevivir como comensal, la adherencia a
células del hospedero, la secrecion de enzimas degradativas y el cambio de morfologia. Estos

factores de virulencia juegan un papel en cada etapa de la infeccién por C. albicans. (Lim, 2012)




3.4.1. Cambio de morfologia.

C.albicans puede cambiar su morfologia de levadura, redonda u ovoide (blastoconidia) a
filamentosa y elongada (hifa y pseudohifa), otorgandole mayor virulencia, capacidad de evadir el
sistema inmune y de suprimir la respuesta proinflamatoria del hospedero. Las hifas verdaderas
crecen en la presencia de suero a 37 °C, pH de 7 y concentracion de COz de 5,5 %. Algunos
estimulos para el crecimiento en forma unicelular son temperaturas mas bajas, pH mas &cido,

ausencia de suero y altas concentraciones de glucosa. (Karkowska-Kuleta, 2009)

La forma de levadura es til para facilitar la diseminacion del hongo en el torrente sanguineo al
adherirse de forma significativa a las células endoteliales, mientras que la hifa es responsable de
la invasion celular. Este ultimo evento mediante la expresion de superficie de proteinas similares
a la invasiva, como Als 3, que inducen la endocitosis del hongo por las células del hospedero; la
penetracion activa entre las células epiteliales gracias a las actividades relacionadas a las hifas
como la produccion de SAP s y la fijacion de ferritina por el receptor de Als3, con lo cual el hongo

puede captar el hierro que le sirve para su supervivencia. (Almeida, 2009)

Se han estudiado a fondo las vias de sefializacion que traducen sefiales ambientales para inducir el
cambio de morfologia. El contacto de C. albicans con superficies abidticas o células del hospedero
estimulan la formacion de hifas (tigmotropismo) y la induccién simultanea de las adhesinas
asociadas a ellas, esto se ilustra en la figura 4 (Kumamoto, 2005). Se reconocen vias de
sefializacion estimuladoras e inhibidoras de este proceso. Una de estas vias esta codificada por un
primer grupo de genes encargados de la filamentacién como EFG1, Rasl, CYR1y CPH1, ademas
de peptidoglicanos bacterianos en el suero humano, la nutricion limitada y bajos niveles de oxigeno

(Huang, 2012)
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3.4.2. Enzimas.

Existen dos grandes familias de enzimas degradativas secretadas y algunos de sus miembros han
sido asociados con invasion. Corresponden a las SAP (codificadas por 10 genes) y las PL. Las
primeras pueden estar unidas o incorporadas en la pared celular o ser secretadas y sirven para que
C.albicans hidrolice proteinas del hospedero como colageno, laminina, fibronectina, mucina,
lactoferrina e inmunoglobulinas y nitrégeno; ademas de otras funciones especializadas durante el
proceso infeccioso que incluye digerir o deformar las estructuras en la superficie de las células del
hospedador y facilitar la adhesion en los tejidos del mismo, la invasion por degradacion o
alteracion de las estructuras y la destruccion de moléculas del sistema inmunitario del hospedador
para evitar o resistir el ataque de éste. Por otro lado, se han identificado cuatro fosfolipasas (Pla,
Plb, nPIc y PId), de las cuales s6lo la Plbl ha demostrado ser necesaria para la virulencia de

Candida en modelo animal (Leidich, et al. 1998). Una cepa con la delecion de este gen y su
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consiguiente menor expresion de la enzima reduce su virulencia hasta en un 60%, comparada con
la cepa salvaje. Se secreta y detecta en la punta de las hifas durante la invasion a los tejidos

(Calderone, et al. 2001).

De esta forma puede invadir entre las células epiteliales (Jacobsen, 2012), nutrirse y evadir la
respuesta inmune (Monod, 2002). SAP’s 1, 2 y 3 son secretadas sélo por levaduras y contribuyen
al dafio tisular e invasion del epitelio oral y la epidermis. SAP’s 4, 5y 6, producidas por las hifas,
son importantes para la infeccion sistémica. SAP"s 9 y 10 estan conectadas con la pared celular

fungica al poseer un sitio de union GPI (Naglik, 2004).
3.4.3. Capacidad de adherencia.

La adherencia a celulas del hospedero es crucial para iniciar y mantener la relacion de comensal,
ademas de servir para la colonizacion de las células epiteliales, endoteliales, factores solubles,
matriz extracelular y materiales inertes implantados en el cuerpo del hospedero. En ella estan
implicados mecanismos de diferente naturaleza: unos que establecen uniones de caracter
fisicoquimico que acercan el patogeno a la superficie del hospedero, tal como la hidrofobicidad, y

otros de naturaleza especifica que implican la presencia de adhesinas y receptores en el sustrato.

Hay cuatro componentes proteicos del tubo germinal que conforman una capa externa fibrilar y le
confieren hidrofobicidad al hongo, ademéas de funcionar como receptores para proteinas del
hospedero como laminina, fibrindgeno y complemento. La hidrofobicidad también se debe a la
presencia de la proteina Cshlp que contribuye a la adherencia de C. albicans a proteinas de la

matriz extracelular y al plastico, favoreciendo la formacion de biopeliculas.

Las adhesinas son biomoléculas que promueven la unién a las células del hospedero a sus ligandos.

Se han identificado varias adhesinas como Alalp, Alslp y Hwplp, Cshl, Ywpl, Praly SAP’s, las
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cuales son criticas para la colonizacidn e induccion de enfermedad y su correcta funcion puede ser

facilitada por otras proteinas como Ecm33 y Utr2 (zZhu, 2010).

Existe un grupo de adhesinas codificado por la familia de genes ALS que transcriben ocho proteinas
de la superficie celular ligados a glicosilfosfatidilinositol (GPI) y cuyos miembros median la unién
a diversos sustratos del hospedero. Por ejemplo, las AlS 1, 3 (expresada en las hifas) y 5 fomentan
la fusion a constituyentes de células epiteliales orales, mientras que la 6 y 9 no lo hacen. El sustrato
de las 2, 4 y 7 no ha sido determinado adn. Las AIS acttan cooperativamente y forman agregados
similares a amiloides a lo largo de la superficie celular, facilitando la aglutinacion de las células
fangicas. Otras moléculas que promueven la adhesion y penetracién de C. albicans son los

polisacaridos, glicoproteinas y lipidos en su superficie celular (Henriquez, 2006).
3.4.4. Formacidn de biopeliculas.

Las biopeliculas de C. albicans consisten en una estructura de levaduras e hifas embebidas en una
matriz extracelular producida por si misma y para su formacién participan diferentes aspectos
como adhesidn, crecimiento, germinacion, formacion de micro colonias, filamentacion, desarrollo
de monocapa, proliferacién y maduracion, mismas que contribuyen a la dificultad en el tratamiento
de pacientes con infecciones sistémicas, debido a la alta resistencia a la respuesta inmune, a los
medicamentos antifangicos y a que genera una adhesion en las superficies de artefactos médicos
como catéteres, tubos endotraqueales, protesis y valvulas cardiacas (Karkowska-Kuleta, 2009). La
formacion de la biopelicula esta regulada por el factor de transcripcion Berlp. También contribuye
a la formacion de biopelicula, la adhesina Hwp1, una de las adhesinas especificas de hifa (Naglik,

2003).




Para su formacion es necesario que las levaduras se unan a la superficie del latex, silicona o plastico
por medio de adhesinas, que como Eapl, empiecen a formar tubos germinales, se adhieran
fuertemente a las células endoteliales y finalmente originen hifas, las cuales maduran dentro de
una matriz extracelular, debido a la interaccién entre Als2 y 3 con Hwpl (Tronchin,2008). La
produccion de farnesol, propicia la liberacion de las levaduras recién formadas en la biopelicula

para diseminarse y colonizar una nueva superficie (Ver figura 5) (Brand, 2012).

Se ha propuesto que la matriz extracelular de las biopeliculas causa la disminucién de la difusion
0 secuestro de los antimicrobianos y posiblemente también existan mecanismos adicionales que
facilitan este proceso, como la expresion de genes inducidos por contacto, para adquirir otras

propiedades y mediante el cual se adquiera la resistencia a los antibidticos (Donlan, 2002).
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Figura 5. Diferentes procesos y fases en el desarrollo de una biopelicula. (Adaptado de Blankenship, et al. 2006).




3.4.5. Otros Factores de virulencia.

Niveles altos de SOD5: El cual codifica una superoxido dismutasa y catalasa extracelular
que neutralizan el ambiente oxidativo de los monocitos, macrofagos y neutrofilos
produciendo lisis de estas células y también escapa de los fagocitos al ser expresada en las
hifas de C. albicans (Jacobsen, 2012). Asi mismo, evade la respuesta inmune al inhibir la
expresion de péptidos antimicrobianos (Jayatilake, 2009).

Moléculas de QS: C. albicans cuenta con varios compuestos considerados como sustancias
MARS tales como: farnesol y triptofol, que bloguean la filamentacion, y el tirosol, que la
promueve. Farnesol es una molécula lipofilica que se localiza en las membranas del
hospedero causando alteracion en su fluidez, creando una puerta de entrada para la invasion
de este patogeno. Ademés, modula de forma negativa la respuesta inmune celular Th1 del
hospedero y promueve la Th2, haciendo menos efectiva la defensa contra este hongo
(Kruppa, 2009).

Manoproteina extracelular Cigl: C. albicans necesita hierro para lograr la colonizacion y
proliferacion dentro del hospedero, el cual consigue a traves de la lisis de eritrocitos gracias
a una manoproteina de su superficie celular (Almeida, 2009).

Calcineurina: Es una enzima de sefializacion regulada por calcio y es esencial para su
sobrevivencia (Gauwerky, 2009).

Produccién de particulas de melanina in vitro: Se conoce el rol protector de la melanina
frente a enzimas hidroliticas, antiflngicos, péptidos antimicrobianos, radiacién ultravioleta

y temperatura (Jayatilake, 2009).




3.5.  Vesiculas extracelulares y funciones que desempefian.

Las VEs son estructuras de bicapa lipidica liberadas por diversas células eucariotas como lo son
las levaduras, ademas de los conocidos cuerpos apoptoticos, producen exosomas y ectosomas,
organulos que han sido estudiados en profundidad en los ultimos afios (Harding, et al. 2013). Los
primeros tienen un diametro de entre 30-100 nm y son de origen endosomal, siendo liberados por
exocitosis a partir de cuerpos multivesiculares. Los ectosomas son de un tamafio mayor (100-1000
nm) y son generados a nivel de la membrana plasmatica. Ambos tipos de vesiculas son liberadas

tanto de forma constitutiva como en respuesta a estimulos (Gyorgy, et al. 2011).

Sin embargo, cabe mencionar que las VE tienen distintos nombres dependiendo de su célula de
origen o su tamarfio. Algunos de los nombres comunes atribuidos a estas estructuras son: exosomas,
ectosomas, cuerpos apoptéticos, microvesiculas, vesiculas de membrana externa, nanovesiculas

entre otros. (Deatherage, 2012)

Antiguamente se consideraba que las vesiculas extracelulares eran exosomas producidos por el
dafo o lisis celular que contenian material de desecho, en la actualidad se sabe que permiten
establecer comunicaciones entre células y participan en diferentes procesos biolégicos. (Cocucci,
et al. 2009; Vlassov, et al. 2012). En la actualidad se puede afirmar que las microvesiculas
participan en importantes procesos biolégicos (metabolismo de carbohidratos y sintesis de
proteinas) y de comunicacion intercelular. También transportan moléculas de los patogenos al
huesped y pueden diseminar antigenos y agentes infecciosos. A continuacion, se muestra un

esquema de diferentes vesiculas extracelulares (Figura 6).
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Figura 6. Vesiculas extracelulares. Se muestran de forma esquematica los diferentes tipos de vesiculas
extracelulares producidas por una célula eucariota, representada en verde (modificacion de Cocucci, et al, 2009)

3.5.1. Formacion y liberacion de las microvesiculas.

La formacion de las MVEs implica la segregacion del contenido de los futuros exosomas sobre
una region de la membrana endosomal y la posterior invaginacion de vesiculas de tamafio variable
hacia el lumen de un endosoma temprano. Estos mecanismos sugieren una gran complejidad en
la composicion de los MVEs, incluyendo las membranas y las moléculas citoplasmaticas. (Yuan,
et al. 2016). A diferencia de los MVEs destinados a la degradacion en el lisosoma, aquellos que se
fusionaran con la membrana plasmaética presentan una composicion lipidica diferente, enriquecida
en ergosterol, a continuacion, en la Figura 7 se muestra el posible mecanismo de biogénesis o

formacion de microvesiculas.
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Figura 7. Representacion de la biogénesis o formacion de diferentes vesiculas extracelulares. Adaptado de Coakley,

2015. A) Formacion temprana de endosomas dentro de la célula parental, rodeada por una variedad de diferentes

moléculas de bioactivacién [por ejemplo, acidos nucleicos, proteinas, lipidos (indicados por diferentes coloresy /o

formas)]. (B) En el desarrollo hacia un endosoma tardio, la brotacion hacia adentro permite la captura de algunos

de los contenidos citosdlicos de la célula huésped en las vesiculas intraluminales (VIL). El endosoma tardio también

se conoce como un cuerpo multivesicular (MVB). (C) Algunos MVB maduros se fusionan con el lisosoma
hidrolitico, donde la carga de la vesicula se degrada posteriormente. (D) Los MVB también pueden fusionarse
directamente con la membrana plasmatica, liberando sus VIL, ahora conocidos como exosomas, en el espacio
extracelular. (E/F) Liberacion de los exosomas en el entorno extracelular.

Por otro lado, en cuanto a la liberacidon de las vesiculas extracelulares, poco se sabe de este

importante proceso, sin embargo, la literatura apoya tres posibles hipotesis:

a) Las MVEs pueden forzarse a través de la pared por la presion de la turgencia después de la
liberacién de la membrana plasmatica. En este caso su liberacion puede estar regulada por el

tamario o grosor de los poros de la pared celular

b) Alternativamente, o, ademas, las enzimas modificadoras de la pared celular liberadas pueden
facilitar un aflojamiento de la pared para permitir la liberacion de MVEs, tales enzimas se han

encontrado en purificaciones tanto fangicas como bacterianas (p ej. en gram negativas).




c¢) Finalmente, las MVEs pueden transitar a través de los canales, y es posible que la deformacién
de estas permita su paso a través de los poros que son mas estrechos que el diametro las mismas.
Las MVEs pueden ser guiadas a los canales por tubulina, que se ha encontrado en muchas

preparaciones de protedmica fungica u otros cables moleculares.

Una mayor permeabilidad de las paredes celulares fungicas vivas en comparacion con las células
muertas podria determinar el tamafio de las MVEs que pueden transportarse a travées de la pared
celular. Ademas, estas diferencias entre las células fungicas vivas y muertas pueden explicar la
falta de liberacion de MVEs por parte de las células fangicas muertas. Los datos se mezclan para
apoyar las hipotesis anteriores con respecto al transito de VE a través de la pared celular de los
hongos. La pared celular fungica es un organulo dinamico que rodea la membrana plasmatica y se
remodela constantemente de acuerdo con el ciclo celular, las condiciones metabdlicas y

ambientales. (Brown, 2015)

3.5.2. Composicion de las microvesiculas.

La composicién de las MVEs es indicativa tanto de su origen (endosomal o a partir de la membrana
plasmatica) como del tipo celular del que fueron secretadas, asi como también puede dar
informacion de su posible papel fisioldgico o sus células diana (Van Doormaal, et al. 2009). Las
MVEs tipicamente presentan proteinas asociadas a endosomas, proteinas que se concentran tanto
en endosomas como en la membrana plasmatica. EI mecanismo por el cual proteinas citosolicas
son especificamente incluidas en los exosomas aun no se ha dilucidado, pero se cree que podria
involucrar la interaccion de proteinas de la membrana exosomal con chaperonas celulares,

encargadas de la seleccion de las mismas.




Estudios protedmicos de MVEs de diferentes hongos muestran la presencia de un considerable
numero de enzimas asociadas a rutas metabolicas, algunas de estas enzimas son caracteristicas de
especies determinadas. Mientras tanto otras proteinas realizan infinidad de funciones biologicas
primarias y secundarias (Jeffery, 2014). Las enzimas mas relevantes detectadas, son necesarias
para la glicolisis, fermentacion, gluconeogénesis, ruta de las pentosas fosfato (Nimrichter, et al.
2016). En este grupo de moléculas que han sido detectadas en Cryptococcus neoformans, C.

albicans, Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum, se encuentran:

» GAPDH: Es una proteina citoplasmatica y presente en la MVESs, detectada también en la
capa mas externa de C. albicans, que favorece la adhesion a laminina y fibronectina de
células del hospedero (Gozalbo, 1998).

» Enolasa y transaldolasa: La enolasa es una de las moléculas mas abundantes en la pared
celular y presente en las MVEs de dicha levadura (Angiolella, et al. 1996). De hecho, se
considera el principal antigeno que activa el sistema inmune humoral, tanto en ratones
como en humanos en candidiasis diseminadas (Sundstrom, et al. 1994; Pitarch, et al. 2008;
Pontdn. 2009). Autores como Li y colaboradores (2013), sugieren que presentar
anticuerpos de C. albicans tipo IgG frente a enolasa y aldolasa en combinacion podria
servir para diagnosticar candidiasis invasiva, es decir podrian servir como marcadores.

» Proteinas del grupo de las Hsp70: C. albicans expresa dos de ellas como son la Ssal y
Ssa2. Ssa2 ha sido localizada en la membrana plasmatica, pared celular tanto de las
levaduras como de las hifas y en las MVEs (Lopez-Ribot, et al. 1996). Por otra parte, Ssal
es necesario in vitro para la endocitosis de las celulas endoteliales y epiteliales. La
presencia de Ssal en C. albicans incrementa su virulencia ya que facilita la candidiasis

orofaringea y la invasién hematogena (Sun, et al. 2010).




En mas estudios de C. albicans se han detectado también hidrolasas tales como: glicosilasas,
lipasas y proteasas, estas enzimas podrian permitir la liberacion de las MVEs durante situaciones

de estrés celular (Nimrichter, et al. 2016, Sugiyama, et al. 2016).

En cuanto a su composicion lipidica, las MVEs se ven enriquecidas (en relacion a la membrana
plasmatica) en esteroles, esfingomielina y derivados de la ceramida. Finalmente, se ha visto que
las MVEs presentan una composicion glucidica diferencial con respecto a las células de las que se
originaron. Los &cidos grasos en estas mismas son en su mayoria saturados o monoinsaturados

(Batista, et al. 2011).

Un aspecto de las MVEs que resulta de vital interés es que estas contienen RNA mensajero y
pequefios RNAs que son funcionales en la célula diana (Valadi, et al. 2007, Bellingham, et al.
2012). Adicionalmente, otros pequefios RNAs no codificantes, entre los que se encuentran aquellos
derivados de RNA de transferencia (descrita a continuacion una MVs con sus diversos

componentes en la figura 8) también se han detectado dentro de MVEs.
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Figura 8. Representacion de una MVE flngica, donde se muestra la composicion lipidica de la membrana y el
contenido proteico y de RNA, manteniendo las relaciones de tamafio. (Adaptado de Vlassov, et al. 2012).




4. OBJETIVOS

Generales:

+ Demostrar e identificar morfoldgicamente la presencia de microvesiculas en cepas
clinicas de Candida albicans mediante microscopia Optica, correlacionando la
presencia de estas con sus factores de patogenicidad, para evidenciar la relacion

de actividad proteasa con la presencia de las microvesiculas.

Particulares:

4 Evaluar la eficiencia del medio: semilla de girasol con glucosa para favorecer la
formacion de microvesiculas.

# Implementar una tincién particularmente favorable para tefiir las microvesiculas
presentes en las cepas de Candida albicans.

4 Correlacionar cualitativamente la presencia de las microvesiculas con la actividad
proteolitica de estas, como factor de patogenicidad en cepas clinicas de Candida
albicans.

4 Comprobar que, bajo ciertas condiciones de estrés en los cultivos, serd mas factible

hallar microvesiculas.

5. HIPOTESIS

Si el valor de la actividad de proteasa de las cepas clinicas a evaluar tiende a ser mas alto o con

mayor intensidad, entonces sera mas factible encontrar microvesiculas extracelulares.




6. METODOLOGIA

Recoleccion e identificacion de muestras.

8 Tincion de Gram y stembra en CHROMagar Candida

Conservar en tubo tnclinado de SDA 2 -2°C

Colonsa verdes en

CHROMagar
Resembrar en caldo YM, meubar a
2§°C24 a 48 brs.
Resembrar en medio SDA 2 partir del Actividad profeasa
ceparto y solo las cepas a uttlizar, incubar a
35°C/ 43hrs
Agar albomina
sérica bovina
Incubar a 37°/3 dias
Medicion semi-cuantitativa

Con un vernter medir; a=didmetro de la
colonia (mm), b=didmetro de la colonia ma
zona de actividad enzimatica.

4 NO Conservar
Produccion de Tincin de las micro
micro vesiculas vesicnlas
Agar semilla de Seleccionar a partir de una placa
girasol cot presencia abundante de
microvesiculas.
Incubar 2 28°C/7 dias
Adicionar de 1 22 gotas de azul
_ _ de algodan, directo sobre la
Obsen-.ar e marca de inoculacion.
presencia de las micro
vesiculas por
mictoscopi dptica. Dejar actuar por 10 mimutos,

Diagrama 1. Metodologia general de la experimentacion.
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observar por mictoscopia optica.




6.1. Identificacion de las muestras empleadas.

Una vez recibidas las 46 muestras del Hospital Regional de Tlalnepantla (etiquetadas como
(Candida spp), fueron resembradas en medio SDA por 24 hrs a 37°C. Para posteriormente ser
sembradas en CHROmagar Candida con el objetivo de identificar de que especie de Candida se
trataba, por lo tanto, las cepas cuyo resultado fue color verde (indicador para la especie albicans),
fueron las seleccionadas para conservar y trabajar con ellas posteriormente. Luego para corroborar
que las muestras no estuviesen contaminadas con bacterias se les realizé la tincion GRAM. Por
ultimo, gracias a la técnica de biologia molecular PCR (identificacion hecha en CINVESTAYV), se
realizé la identificacion de las cepas utilizadas para este trabajo y se confirmé que pertenecen al

género Candida especie albicans.

Una vez ya identificadas (fueran o no de la especie albicans) fueron resembradas en tubos con
medio YM inclinado, se conservaron en un medio que consiste en Litmus Milk-glicerol estéril para

ser congeladas a -74°C de temperatura.
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Figura 9. Pruebas realizadas para la identificacién de las cepas clinicas de Candida albicans. A la izquierda se
observa la tincion Gram (100x), a la derecha colonias de color verde claro (obtenidos en CHROMagar Candida)




6.2. Prueba de la actividad proteolitica de las cepas. Adaptado
de (Netzahualcoyotl-Cruz, 2017)

Preparacion del medio:

Se utilizé el método en placa, empleando medio de cultivo que contiene: 0.5 ¢
KoHPOy4; 0.04 g MgSO4-H20; NaCl 1g; 0.2 g extracto de levadura; 4 g de glucosa
y 4 g de agar bacteriologico por cada 150 ml de agua destilada, esta solucion es
esterilizada en autoclave a 121°C/15Ib/15minutos.

Se pesé 0.5 g de albdmina sérica bovina; que sirve como unica fuente de
nitrégeno, y se solubilizé en 50 ml de agua destilada tras lo cual se filtrd con la
ayuda de papel con tamafio de poro de 0.45 ul (Millipore ®). Se agreg6 al medio,
se disolvio con agitacion suave y se dispensoé en las cajas estériles de 100 x 15
mm.

Sembrado

Se prepararon suspensiones de células con SSF estériles igualadas al 0.5 del
nefelometro de McFarland y se inocularon 10 ul de la suspension por triplicado

en cada placa y se incubaron a 37°C por 5 dias.

Lectura de resultados

Transcurrido el tiempo se tifieron con amino black al 0.6%; la decoloracion se
realizd con acido acético al 20%. Se midieron los didmetros de las colonias y de
las zonas claras alrededor de cada una de ellas (Figura 10), con la ayuda de un
vernier, y los valores en milimetros (mm) son utilizados para calcular el indice

de actividad enzimatica (Pz) de la siguiente forma:




Pz

Sal RS

Donde:

a= Diametro de la colonia (mm)

b= Diadmetro de la colonia mas la zona de precipitacién (mm)

Interpretacion de resultados:

Valor de Pz Actividad enzimatica (proteasa)
1.0 Sin actividad
0.900 <Pz <0.999 Muy débil
0.800 <Pz <0.899 Débil
0.700 <Pz <0.799 Moderada
Pz <0.699 Alta

Tabla 1. Escala para interpretacion de intensidad enzimatica de acuerdo con su valor de Pz (Hernandez- Solis, 2014)

Figura 10. Actividad proteolitica de diferentes aislamientos de C. albicans en medio con albumina sérica bovina,
después de cinco dias de incubacién. A: se puede observar un area de actividad que no fue tefiida por el colorante
tras la incubacion. (Ombrella, 2008)




6.3. Obtencién de microvesiculas.

Preparacion del agar semilla de girasol:

A 500 ml de agua destilada, se agreg6 25 g de semilla de girasol pulverizada
(completa con cascara). Hirvié por espacio de 20-30 minutos o hasta la
observacién de la disolucion de los grumos. Transcurrido el tiempo, se dejé
enfriar para poder filtrar con gasas y/o tamiz. Una vez filtrado, se adiciond agua
destilada hasta completar 500 ml. A lo anterior se afiadio: 0.5 de KH2POa; 7.5 ¢
de base agar; 0.5 g de glucosa y se mezcld. Se esterilizo en autoclave a
121°C/15lbs/15 min. Se dejé enfriar a temperatura de 45-50°C y verti6 en cajas
Petri de 100x15 mm.

Sembrado:

Partiendo de un cultivo fresco en medio SDA de entre 24-48 hrs y de cepas cuyo
resultado obtenido para la actividad proteasa fuera de moderada y alta
(preferentemente), se tomd una asada y se realiz6 una estria sobre el agar,
rasgandolo un poco. Una vez hecha la inoculacion, se coloc6é un cubreobjetos
estéril sobre cada estria (se realizaron 3 estrias por caja) de cada cepa clinica. Se
incubaron a 28°C de 7-10 dias (se estuvo monitoreando por microscopia optica
a partir del séptimo dia).

Lectura de resultados:

Una vez transcurridos los 7 dias, se buscaron las micro vesiculas en los cultivos
por microscopia Optica directamente de las cajas Petri y a través de los
cubreobjetos previamente colocados. Se observo al microscopio, primero con el

objetivo (10x) para tener una vision de campo mas general. Cambi¢ al objetivo




(40x), para seleccionar la mejor area de evaluacion. Se realizo la cuantificacion
de estas con el objetivo de inmersion (100x). Se revisaron al menos 10 campos
de las preparaciones con el microscopio optico (40 x) en las 3 siembras de cada
cepa estudiada para obtener un promedio por cada una, siguiendo el método
seccional cruzado o el longitudinal. Para de esta forma relacionar la actividad
proteasa de las cepas con el crecimiento de las microvesiculas, obteniendo el

promedio mediante la siguiente formula:

Donde:
Y'x= Sumatoria de las microvesiculas encontradas en 10 campos de
visualizacion.

n= ndmero de sumandos.

6.4. Tincidon de las microvesiculas.

A partir de una placa con crecimiento sustancioso de microvesiculas, con la
ayuda de unas pinzas de diseccion se levanto con cuidado el cubreobjetos (sin
rasgar el agar) y se afiadié de 1-2 gotas del colorante azul de algodon, directo
sobre la marca de inoculacién, se volvié a colocar el cubreobjetos sobre la
preparacion ya tefiida. Se dejo6 actuar durante 10 minutos.

Una vez pasado el tiempo, se observé la preparacion tefiida por microscopia

Optica (40x) y (100x).




7. RESULTADOS Y DISCUSION

Para el desarrollo de este estudio experimental, se emplearon 46 cepas clinicas de Candida
albicans proporcionadas por el Lab. 17 de la UIM de la FES-C. Con el propoésito de comprobar la
hipdtesis propuesta en esta tesis: a mayor intensidad de la actividad proteolitica mayor cantidad de
microvesiculas presentes, se dividieron en aquellas que presentaron actividad proteolitica débil,
moderada y alta por lo que en las tablas 2, 3 y 4 se desglosa con mas detalle la identificacion de
dichas cepas. A continuacion, en la grafica 1 se muestra la distribucidn de cepas conforme a los

criterios de intensidad de actividad enzimatica proteolitica.
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Grafica 1. Distribucion de cepas conforme a los criterios de intensidad para la actividad proteasa propuestos
por Hernandez- Solis (2014), donde es evidente la preponderancia de la actividad proteasa alta con 25 cepas
(54.34%), seguidas de 13 cepas (28.26%) de actividad moderada y por Gltimo 8 de estas (17.39%) presentan

actividad proteasa débil.




En las tablas 2, 3 y 4, se describen las caracteristicas de los aislamientos acorde a su potencial

proteolitico referido como factor Pz.

Tipo de Muestra Diagnostico petivices proteass
confirmatorio (P2)
L17-3-18 INP P Candida albicans 0.812
L17-10-18 INP Faringeo Candida albicans 0.841
L17-21-18  Femenino Faringeo Candida albicans 0.807
L17-49-18 | Femenino Vaginal Candida albicans 0.842
L17-50-18 = Femenino Vaginal Candida albicans 0.846
L17-59-18 Masculino Faringeo Candida albicans 0.827
L17-61-18 = Femenino Vaginal Candida albicans 0.862
L17-86-18 | Femenino Faringeo Candida albicans 0.8
INP: Informacion no proporcionada

Tabla 2. Relacion de aislamientos de Candida albicans con actividad proteolitica débil. Donde los valores de
actividad de proteasa fueron resultado de un célculo de coeficiente de actividad enzimatica (Pz), que se obtiene al
dividir el diametro de crecimiento de la colonia levaduriforme entre el diametro de la zona de produccion
enzimatica. El indice Pz puede tomar valores que van de cero a uno, correspondiendo aquellos mas préximos a cero
a niveles maximos de actividad enzimatica. Inversamente, aquellos indices con valores préximos a uno son
indicativos de un bajo nivel en dicha actividad. En cepas que no muestran actividad enzimatica, el indice Pz es igual
a uno. De acuerdo con esos criterios, la actividad proteasa débil comprende valores de Pz de 0.800 a 0.899.




Todemuetra e AR protes

L17-2-18 INP INP Candida albicans 0.775
L17-7-18 | Femenino Vaginal Candida albicans 0.769
L17-8-18 Sl B Candida albicans 0.762
L17-13-18 Femenino Vaginal Candida albicans 0.747
L17-22-18 Femenino Faringeo candida albicans 0.724
L17-23-18 Femenino Faringeo Candida albicans 0.779
L17-24-18 Femenino Urocultivo Candida albicans 0.793
L17-27-18 Femenino Faringeo Candida albicans 0.769
L17-28-18 Femenino Faringeo Candida albicans 0.775
L17-29-18 Femenino Vaginal Candida albicans 0.756
L17-32-18 Femenino Secrecion Candida albicans 0.729
L17-33-18 Masculino Faringeo Candida albicans 0.77
L17-39-18 Femenino Vaginal Candida albicans 0.701
INP: Informacién no proporcionada

Tabla 3. Relacion de aislamientos de Candida albicans con actividad proteolitica moderada. Conforme a la
escala de interpretacion de intensidad enzimética de acuerdo con su valor de Pz (Hernandez-Solis, 2014), la
actividad proteasa moderada comprende valores de 0.700 a 0.799




Diagnéstico Actividad proteasa

Tipo de muestra

confirmatorio (Pz)
L17-15-18 Femenino Vaginal Candida albicans 0.69
L17-25-18 INP Secrecion Candida albicans 0.692
L17-36-18 Femenino Vaginal Candida albicans 0.69
L17-37-18 Femenino Vaginal Candida albicans 0.682
L17-47-18 Femenino Faringeo Candida albicans 0.608
L17-52-18 Femenino Faringeo Candida albicans 0.619
L17-53-18 Femenino Urocultivo Candida albicans 0.569
L17-54-18 Femenino Faringeo Candida albicans 0.671
L17-55-18 Femenino Vaginal Candida albicans 0.547
L17-56-18 Femenino Vaginal Candida albicans 0.542
L17-60-18 Femenino Secrecion Candida albicans 0.654
L17-62-18 Masculino Faringeo Candida albicans 0.667
L17-70-18 INP INP Candida albicans 0.459
L17-71-18 Femenino Urocultivo Candida albicans 0.657
L17-72-18 INP Urocultivo Candida albicans 0.657
L17-76-18 Masculino Secrecion Candida albicans 0678
L17-77-18 Femenino Faringeo Candida albicans 0545
L17-78-18 Femenino Vaginal Candida albicans 0583
L17-82-18 Femenino Urocultivo Candida albicans 0.674
L17-85-18 Femenino Faringeo Candida albicans 0.489
L17-90-18 Femenino Vaginal Candida albicans 0677
L17-91-18 Femenino Vaginal Candida albicans 0562
S INP FEED Candida albicans 0.674
L17-101-18 INP INP Candida albicans 0.561
L17-102-18 Y INP Candida albicans 0.631

INP: Informaci6n no proporcionada

Tabla 4. Relacion de aislamientos de Candida albicans con actividad proteolitica alta. Conforme a la escala de
interpretacion de intensidad enzimatica de acuerdo con su valor de Pz (Hernandez-Solis, 2014), la actividad proteasa
alta comprende valores de Pz < 0.699.




La produccion de vesiculas extracelulares (MVES) desempefian un papel esencial en la
comunicacion entre células y el transporte de moléculas diagndsticamente significativas tales
como proteinas y/o &cidos nucleicos, particularmente miRNAs y mRNAs. También sirven como
vectores y actGan como mediadores de la comunicacion intercelular, respuestas inmunes y

presentacion de antigenos (Gil-Bona, 2018).

Son varios los enfoques de interés para el estudio de las MVEs debido a las propiedades
bioguimicas, tal es el caso de la produccion de enzimas hidroliticas extracelulares como las aspartil
proteinasas secretoras (SAPs) que también pueden hallarse dentro de las MVEs, y que juegan un
papel importante en la patogenicidad de los hongos oportunistas puesto que las SAPs son una
familia de enzimas capaces de degradar diversos tipos de sustratos fisiol6gicamente importantes,
entre los que se encuentran componentes celulares de las mucosas y elementos del sistema inmune.
Estudios experimentales han demostrado que la elevada produccion de SAPs por C.
albicans mejora la capacidad del microorganismo para colonizar y penetrar tejidos y evadir el
sistema inmune del huésped (Hernandez-Solis, 2014) motivo por el que en este trabajo se
correlaciona la presencia de microvesiculas con la actividad proteolitica previamente determinada.
La grafica 1 muestra la distribucion de las cepas conforme a los criterios (alta, moderada y baja) y
se aprecia que el 54.34%, es decir poco mas de la mitad de las cepas, son de actividad proteolitica
alta, ademas en las tablas 2, 3 y 4 se observan los diversos origenes de las cepas estudiadas. Por lo
tanto, la intensidad de actividad proteolitica de las cepas estudiadas da indicios que provienen de
infecciones activas, crénicas y de pacientes inmunosuprimidos. Tsang et al (2007) sefialan que las
cepas de C. albicans aisladas de pacientes diabéticos, con cancer o VIH mostraron una mayor
actividad proteolitica que las cepas aisladas de sujetos sanos, y menciona que esta actividad podria

estar relacionada con caracteristicas propias de estos pacientes, como el pH &cido y la reduccion




del flujo salival (en caso de que su origen clinico fuese faringeo o bucal). Por el contrario, Manfredi
et al (2004) no encontraron diferencias entre las cepas aisladas de pacientes diabéticos y sujetos
sanos, sin embargo, concluyen que, en pacientes diabéticos, parece ser que la diabetes mellitus

podria influir en el mejoramiento de la expresion de los factores de virulencia de Candida albicans.

En la gréfica 2 que sefala el origen clinico de las cepas en funcion de la intensidad de su actividad
proteolitica, se puede observar que las muestras de origen vaginal y faringea presentaron una
actividad enzimatica proteolitica alta, seguidas por las de urocultivos y secrecién, pudiéndose

establecer una relacion entre la actividad enzimatica y el sitio de aislamiento de las levaduras.
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Grafica 2. Origen clinico de las cepas en funcidn de la intensidad de su actividad proteolitica. Se considero
cada origen clinico como el 100% para los diferentes niveles de actividad proteasa.
*Secrecion: Hace referencia a excreciones de un origen clinico distinto al vaginal, faringeo y de urocultivo.




Estos resultados son similares a los obtenidos por De Bernardis et al (1999) puesto que en su
estudio las levaduras aisladas de secreciones vaginales y de cavidad oral, también presentaron la
mayor produccion enzimatica de proteasas. Pero distintos a los obtenidos por Kantarcioglu et al
(2002) cuyos resultados reportaron que las levaduras aisladas de muestras de tracto respiratorio
presentaron mayor actividad proteasa, seguidas de muestras urogenitales y cavidad oral, mientras
que las levaduras aisladas de muestras de sangre no presentaron actividad enzimatica de proteasa.
Estos resultados probablemente estan relacionados con la especie y variaciones intra especie de la
levadura aislada en cada muestra ya que resultados de varias investigaciones han determinado que
los aislamientos con elevada actividad proteolitica son mas virulentos que aquellos que no la
poseen o tienen baja produccion enzimatica, pero no suministran suficientes datos para relacionar
el sitio de infeccién con la especie de levadura aislada, por lo tanto, la produccion de proteasa debe
ser considerada como un factor de virulencia mas y no como el Gnico factor que influye sobre la
patogenicidad de las levaduras (Panizo, 2005). La patogenicidad de C. albicans, ademas de a sus
factores de virulencia, esta asociada al estado inmunitario del huésped. Se cree que los factores
dependientes del huésped tienen suma importancia en la patogenicidad de esta levadura, y que

causa la enfermedad cuando las defensas del huésped se encuentran debilitadas (Tabanti, 2004).




Los resultados de la intensidad de la actividad proteasa en funcién del promedio de microvesiculas
presentes en cada muestra, revelaron que en las cepas clinicas de actividad proteolitica débil no se
encontrd presencia de MVES, mientras que en las cepas de actividad moderada y alta (ver graficas
3y 4), en general prevalecié el promedio de 2 microvesiculas en 10 campos de visualizacion (la
evaluacion del crecimiento de micro vesiculas se realiz6 con la busqueda y conteo de éstas en 10
campos de visualizacion, obteniéndose para ello un promedio por cada muestra, resultando que 5
microvesiculas fue en promedio la cantidad mas alta de estructuras encontradas) como se muestra

a continuacion:
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Grafica 3. Porcentaje de cepas de actividad proteasa moderada en funcion del promedio de MVES presentes.
Donde se aprecia que predomina notablemente un promedio de x=2 microvesiculas, en un 46.15% de cepas.
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Grafica 4. Porcentaje de cepas de actividad proteasa alta en funcion del promedio de MVEs presentes. Donde
se aprecia que predominan los promedios de x=1y ¥=2 microvesiculas con 44% y 36%, respectivamente

Las figuras 11,12 y 13 se refieren a los diferentes promedios de micro vesiculas encontradas por

campo de visualizacion:

Figura 11. Microvesiculas de Candida albicans. Se sefiala con flechas: 5 MVEs encontradas en la muestra #7 de
actividad proteasa moderada por microscopia éptica (10x) y a su alrededor clamidoconidias, desarrolladas en agar
girasol después de 7 dias de incubacion
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Figura 12. Microvesiculas de Candida albicans. se sefialan con flechas: MVEs en un campo de visualizacién de la
cepa #56 de actividad proteasa alta (40x).

S~ .

-

Figura 13. Microvesicula desarrollada en agar girasol, sefialada con flecha y debajo, se puede apreciar una
clamidoconidia con su doble pared (100x). (La imagen original fue amplificada en un editor de imagenes).




Adicionalmente, se realizé la tincion de las MVEs fungicas con azul algodon de lactofenol (ver
figura 14) ya que, aunque no es considerada una tincion diferencial, posee caracteristicas tintoriales
que permiten observar cada uno de los componentes fngicos y apreciar facilmente las estructuras.
El azul de algodon es un colorante &cido, que tifie el citoplasma y la quitina presente en las células

fangicas, mientras que el glicerol mantiene humeda la preparacion. (Lopez-Jacome, 2014)

Figura 14. Desarrollo de Microvesiculas sobre una hifa en agar girasol, tefiidas con azul de algodén (40x) (la
imagen original fue amplificada en un editor de imagenes).

47



Finalmente, se realizd un analisis estadistico de la relacion entre el origen clinico de las cepas y el
promedio de microvesiculas presentes (ver tabla 5) en el que se encontr6 la misma tendencia que
en las graficas 3 y 4, en cuyo caso para todos los origenes de las muestras (vaginal, faringeo,
urocultivo y secreciones) prevalecio un promedio de 2 microvesiculas con un 32.57%.

X de Microvesiculas

Origen clinico

5 4 3 2 1 0

Vaginal 2 1 2 5 3 3
CECIRCIOME (4.34%)  (2.17%) (4.34%) (10.86%) (6.52%) (6.52%)

Faringeo 1 3 5 3 4
16 (34.78%) (2.17%) (6.52%) (10.86%) (6.52%) (8.69%)

5 (10.86%) (2.17) (2.17) (6.52)

Secrecién 1 2 1

4 (8.69%) (2.17) (4.34) (2.17%)

Desconocido 2 2 1
5 (10.86%) (4.34%) (4.34%) (2.17%)
Total 4.34%  4.34% 15.2% 3257%  26.07% 17.38%

99.99%

Tabla 5. Origen clinico de las cepas en funcion del promedio de microvesiculas presentes. Resaltado en
negritas, se puede distinguir que, para todos los origenes clinicos, predominan en promedio X=2 microvesiculas.
Cabe mencionar que el 17.38% del total de cepas que no presentaron MVES, corresponden a cepas de actividad

proteasa débil.

Por lo tanto, se puede afirmar que ni la intensidad de la actividad enzimatica proteolitica (mientras
la actividad sea de moderada-alta), ni el origen clinico de las cepas son factores que estén
estrechamente relacionadas con la cantidad de MVEs presentes. Sin embargo, este estudio
demuestra claramente que en las cepas con actividad proteasa debil no hay presencia de
microvesiculas. Esta poca relacion que existe entre la actividad proteasa y/o su origen clinico con
la presencia de MVEs, posiblemente tiene que ver con el complejo proceso de secrecion de los
exosomas a través de la pared celular del hongo ya que como lo menciona Pérez, Dofate (2017)
en una investigacion donde analizan el contenido de los exosomas, las proteinas identificadas
corresponden principalmente a componentes citoplasmaticos, de membrana, extracelulares, de

pared, mitocondriales, ribosomales y nucleares, siendo las funciones mas frecuentes, las
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enzimaticas, tales como hidrolasas, transferasas u oxidoreductasas, las estructurales, de transporte
y de union a RNA vy proteinas. Dichas proteinas estarian ubicadas, tanto en el interior de las
microvesiculas (incluyendo la presencia de miRNA), como en localizacion transmembrana o bien
en la superficie de las mismas. Ademas, en otro estudio realizado por Gil-Bona et al (2018), donde
analizan el contenido de las MVEs, variando sus condiciones de crecimiento como: temperatura,
tiempo de incubacion y medios de cultivo, obtuvieron que la cantidad de proteinas identificadas
fue mucho mayor en la cepas cuyas condiciones fueron a temperaturas mayores a 37 °C, durante
72 hrs y en medios enriquecidos, que en las que estaban a 30°C en medio SDA y por 48 hrs (164
y 75 proteinas respectivamente) resultando asi que solo compartian el 11% del total de proteinas
identificadas bajo ambas condiciones. Estas proteinas comunes incluian proteinas relacionadas con
la pared celular y varias proteinas involucradas en el metabolismo (por ejemplo: Enol, Pgk1, Tdh3
0 Ald5), proteinas de respuesta al estrés (p.ej: Hsp70) y de sintesis de proteinas (Eft2) (Gil-Bona,
2018). Estos analisis muestran que las diferentes condiciones de crecimiento determinan el
contenido proteico de las MVEs de C. albicans, en consecuencia, estas variaciones influyen en la
fase de crecimiento y en las necesidades de supervivencia y mantenimiento, siendo diferentes en
un cultivo de 72 horas (probablemente la fase estacionaria) que en un cultivo nuevo en fase
exponencial. Por esta razon se identificaron mas proteinas relacionadas con la respuesta al estrés
en el cultivo més antiguo (por ejemplo, Hsp60, Hsp90, Ssbl o Sscl), mientras las proteinas
transportadoras y de la pared celular fueron mas abundantes en el cultivo fresco (por ejemplo,

Fet34, Fet99, Zrt2, Cht2 o Cht3). (Gil-Bona, 2018)

Lo anterior es congruente con los resultados experimentales de esta tesis, ya que, si bien no se
analizo el contenido de las MVEs, si se evalud el crecimiento de estas por microscopia oOptica,

obteniéndose que en los cultivos de més de 7 dias y en un medio enriquecido como el agar girasol




(teniendo como limite 14 dias) el crecimiento de MVEs fue mayor que en cultivos de 7 dias o

menos, debido a las condiciones de estrés como se explico anteriormente.

La secrecion de MVEs a través de la pared celular fungica, es por tanto un proceso complejo, que
requiere de la intervencion de un gran nimero de mecanismos, en los que se ven implicados un
numero elevado de proteinas, por lo que las microvesiculas extracelulares podrian ser consideradas
como una plataforma multi-antigenica que serviria de punto de partida en la preparacion de nuevas
vacunas. Ademas, dicho mecanismo podria ser tomado en cuenta en el disefio de nuevos farmacos
antifungicos, ya que segun la hipdtesis propuesta por Nimrichter y col. (2016), para que los
exosomas puedan atravesar la pared celular del hongo y sean secretados, precisan de una
significativa remodelacion de la estructura de la pared mediante la hidrdlisis de polisacéridos y
manoproteinas, lo que expone componentes importantes internos al exterior, lo que haria que la

levadura fuese més vulnerable durante este proceso.




8. CONCLUSIONES

Las estructuras encontradas mediante microscopia optica en las cepas estudiadas son
Ilamadas microvesiculas, debido a su tamafio (en micras).

Se logré el desarrollo de las microvesiculas en agar girasol y bajo ciertas condiciones de
estreés.

Gracias a los criterios de Hernandez-Solis se obtuvieron rangos de clasificacion para la
intensidad de actividad enzimatica proteasa de las cepas empleadas.

Se establecid una relacion entre la actividad proteolitica de las cepas de Candida albicans
con el origen clinico de estas y ademas deducir que las cepas provenian de pacientes con
infecciones activas.

Se consiguid establecer una relacion entre la actividad proteasa de las cepas clinicas de
Candida albicans con la presencia de microvesiculas.

Se establecid una relacion entre las condiciones de crecimiento de las cepas y la presencia
de MVEs y en consecuencia inferir sobre la cantidad de su contenido de proteasas.

Se obtuvo una tincién favorable para las microvesiculas.

A partir del entendimiento de la formacién y liberacion de las microvesiculas por la célula
fangica, se pueden tener las bases para el desarrollo de vacunas o terapias que tengan un

encauzamiento antifingico contra C. albicans.
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