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. Resumen

La resistencia emergente de varios microorganismos a muchos de los antibiéticos
utilizados en el tratamiento contra las infecciones ha hecho necesaria la
investigacion y busqueda de nuevas sustancias y métodos antimicrobianos. La
reaccion de las entidades biologicas, de proliferacion o inhibicion, incluyendo las
células, a los campos magnéticos muy débiles puede considerarse como una
manifestacion de esta propiedad fundamental de los seres vivos (Mittenzwey,
1996). Es importante estudiar los organismos no solo a nivel celular o tisular, sino
que hay que evaluar los efectos complejos en los organismos completos; por esa
razon, las bacterias y las levaduras pueden ser buenos sujetos para el estudio de
los efectos del campo magnético (Novak, 2007). La aplicacién del magnetismo en
los procesos bioldgicos es relativamente reciente y se encuentra aun muy limitada
para aplicarse a una gran escala, los campos magnéticos de baja frecuencia,
tienen la capacidad de influenciar a los sistemas biolégicos ya que pueden
involucrar cambios mayores en la proliferacion celular, estimular la produccion de
ATP, provocar cambios en los flujos de iones a través de las membranas o
incrementar la formacion de CO, en los cultivos celulares. Existe evidencia de
estudios realizados con una gran variedad de equipos que generan ondas
magnéticas, en donde el crecimiento de bacterias y levaduras puede alterarse a
través del uso de este agente fisico independientemente del equipo que se utilice.
(Rodriguez, 2006)



1. Introduccion

A. Levaduras
Aunque los conocimientos acerca de los fundamentos moleculares y genéticos de
las patogenias bacteriana y viral son muy extensos, los datos relativos a la
patogenia de las infecciones causadas por hongos son limitados. Un numero
relativamente pequefio de hongos es lo suficientemente virulento para ser
considerado como patdégenos primarios. Los patdgenos primarios son capaces de
iniciar una infeccion en un anfitrion normal aparentemente inmunocompetente.
Pueden también colonizar el organismo anfitridn, encontrar un nicho ecolégico
adecuado con abundantes sustratos para evitar o alterar los mecanismos
naturales de defensa, y posteriormente multiplicarse en el mismo. Al igual que la
mayoria de los patégenos microbianos primarios, los hongos actuan también como
patdgenos oportunistas, ya que las variantes de mayor gravedad de cada micosis
se observan muy a menudo en sujetos con deficiencias a nivel de sus defensas

inmunitarias innatas y/o adquiridas.

Normalmente, los individuos sanos inmunocompetentes muestran una notable
resistencia innata a las micosis, a pesar de verse expuestos de manera constante
a las formas infecciosas de varios hongos presentes en la microbiota (flora
comensal) o en su entorno natural (exdégenos). Los patdégenos fungicos
oportunistas, como el género Candida, Cryptococcus neoformans y el género
Aspergillus, tan solo producen infeccion en los individuos con alteraciones en las
barreras protectoras de la piel y las membranas mucosas o bien deficiencias del
sistema inmunitarios que les permiten atravesarlas, colonizar y reproducirse en el
hospedero. No obstante, incluso en el caso de estos patdgenos oportunistas,
algunos factores asociados al microorganismo, pero no al hospedero influyen en la
capacidad del hongo para causar enfermedad. Sin embargo ciertos factores
asociados a estos microorganismos pueden considerarse factores de virulencias,
ya que participan en el proceso patolégico y en algunos caos, pueden explicar las
diferencias a nivel del potencial patégeno de los distintos microorganismos
(Murray, 2009).



Las levaduras se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza,
localizadas en el suelo, en la superficie de las frutas, néctar de las flores y en
ambientes acuaticos. La mayoria son saprofitas y llegan a proliferar en materia
organica muerta; otras son parasitas, facultativas u obligadas, por lo que se
desarrollan en otros seres. Algunas levaduras que son parasitas pueden causar
enfermedades en el hombre, animales y plantas. Entre las saprofitas, las
fermentativas llevan a cabo la fermentacion alcohdlica de azucares, caracteristica

que ha sido aprovechada por el hombre desde tiempos remotos (Garcia, 2004).

Las levaduras son definidas como hongos unicelulares microscopicos, que se
reproducen por gemacion, constituyendo un grupo taxonomico complejo y
heterogéneo, que incluye actinomicetos y basidiomicetos. La unidad mas
importante en la taxonomia de las levaduras es la especie, se define como un
conjunto de cepas que comparten numerosas propiedades estables, pero que
difieren de forma significativa de otro propio de cepas distintas. Durante el siglo XX
se han sucedido diversas clasificaciones de levaduras, debidas a autores como
Lodder, Kreger y von Rij (1952), Lodder (1970), Kreger y Von Rij (1984), Kurtzman
y Fell (1998) en sus respectivas ediciones correspondientes a “The yeast. A
taxonomic study” y a otros como Barnett y col. (1983, 1990, 2000), autores de la
obra “Yeast: characteristics and identification”, agruparon y separaron las distintas
levaduras (Hidalgo, 2010), aunque el género Candida ha sufrido nuevas
clasificaciones y su taxonomia quedd establecida como se describe en el cuadro
No. 1



Clase
Subclase
Orden
Familia
Genero

Especies

Ascomycetes

Hemyascomycetes
Saccharomycetales

Saccharomycetes

Pichia, Hansenula, Arxiozyma (estados
teleomorficos)

A los estados anamorficos se les
denomina Candida y los ejemplos mas
importantes son: C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C.
parapsilosis  (sensu  stricto), C.
orthopsolosis, C. metapsilosis y C.
dubliniensis.

Las especies de Candida reportadas
con menor frecuencia son C. ciferrii, C.
kefyr, C. lipolityca, C. lusitaniae, C.
norvegensis, C. rugosa y C.
zeylanoides, entre otras.

Cuadro No. 1: Clasificacion taxonomica del género Candida. (Bonifaz

Trujillo, 2015)

Morfologia

Las levaduras son relativamente grandes (si se comparan con las bacterias)

oscilan entre 1-5 pym de anchura. Cada levadura posee una caracteristica

especifica como se observa en la figura 1, pero aun en un cultivo puro, entre las

células individuales, existen una considerable variacion en el tamafno y la forma

que puede ser redonda, elipsoide o casi cilindrica. Estas caracteristicas se ven

afectadas por la edad y el entorno (Garcia, 2004).
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Fig. 1 Morfologia celular de C. albicans. Se pueden apreciar las levaduras gemantes y células
elongadas con cicatrices de gemacién microscopio. (Garcia, 2004)

La estructura de la levadura es la de una tipica célula eucariota como se muestra
en la figura 2. Al microscopio se puede observar la pared celular, el citoplasma con
vacuolas, glébulos de grasa y granulos metacromaticos. Las levaduras no poseen
flagelos ni otros 6rganos de locomocion; algunas pueden presentar un material
viscoso, compuesto de polisacaridos, que rodea la célula y que es semejante a la

capsula bacteriana. (Montoya, 2008)
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Esquema de una célula de levadura. (P. Ribéreau-Gayon y Gaillardin-Heslot).

Fig. 2 Esquema de un corte transversal de un hongo levaduriforme. (Hidalgo, 2010)

2. Reproduccion

Existen dos tipos de reproduccion para las levaduras:

e Reproduccion asexual.

e Reproduccion sexual.

a) Reproduccién asexual.
La mayoria de las levaduras se reproducen asexualmente por gemacién (Figura
3) y unas pocas por fision binaria. En el proceso de gemacion se forma una
pequefia protuberancia en la periferia de la célula, la cual se debe a un
debilitamiento local de la pared. Esta pequena protuberancia se agranda al irse
llevando material citoplasmatico proveniente de la célula madre, hasta alcanzar el

tamarno de ésta. El material nuclear se replica por mitosis y una parte pasa a la



célula hija; luego se forma la pared que divide las dos células y la célula hija se

desprende de la madre. (Garcia, 2004)

La produccion de las gemas puede ocurrir en uno o en ambos extremos de la
célula, lo que se conoce como gemacion polar, o pueden producirse en lugares
diferentes de la superficie celular, en cuyo caso se trata de la gemacion
multilateral o multipolar. En el lugar donde se formé una gema queda una cicatriz
en la pared de la célula madre. En las levaduras polares, la produccién de gemas
se da siempre en el mismo lugar lo que contrasta con las levaduras multipolares

en las cuales la gemacion, generalmente, no ocurre de nuevo en el mismo lugar.

Fig. 3. Diagrama del ciclo de reproduccion asexual de un hongo levaduriforme. (Cabib & Arroyo,
2013)



b) Reproduccion sexual
La reproduccién sexual de las levaduras se da por medio de la formacién de
esporas las cuales pueden ser ascosporas o basidioesporas, dependiendo del tipo
de célula especializada donde se formen (asca o basidia). Ambos tipos de esporas
requieren que ocurra la unién de nucleos compatibles y una division mitética. La
mayoria de las levaduras son ascosporadas y su reproduccién sexual ocurre
mediante la fusion de 2 células, llevando a cabo una fusion de paredes con la
consiguiente produccion de plasmogamia o fusion de plasmas. Después de esto
ocurre una cariogamia o union de nucleos, la cual da origen a una célula diploide
la cual puede seguir reproduciéndose por gemacion. A continuacion los nucleos se
cubren se citoplasma y de pared propia, conteniendo las ascosporas en la vieja
pared de la célula llamada asca. De acuerdo con las condiciones del medio, podria
suceder que la mayoria de la poblacion pase por alguno de los dos ciclos, pero en

la mayoria de los casos los ciclos se dan simultdneamente.

3. Requerimientos nutricionales.
Las levaduras son organismos heterotrofos y por lo tanto requiere de carbono
organico para obtener energia y sintetizar sus componentes estructurales
celulares. Sin embargo, los requerimientos de nutrimentos especificos para las

levaduras pueden variar dependiendo de las diferentes especies.

Los azucares constituyen el mejor alimento energético de las levaduras. Muchas
pueden catabolizar la glucosa, ya sea en forma aerobia (respiracién oxidativa) o
anaerobia (fermentacién). Bajo condiciones aerobias las levaduras, al utilizar el
oxigeno del aire, pueden oxidar la glucosa hasta dioxido de carbono y agua, o

parcialmente produciendo diversos acidos organicos y otros intermediarios.

Las levaduras pueden obtener el nitrégeno que requieren para la sintesis proteica
tanto de sustancias organicas como inorganicas y muchas especies pueden
utilizar el ion amonio (NH4"). La capacidad para utilizar diferentes compuestos
nitrogenados es una de las caracteristicas que se usa para distinguir entre las
diferentes especies.



Otros nutrientes como el azufre puede ser suplementado por los iones sulfato
(SO42) presente en el medio, pero algunas crecen mejor si esta presente una
fuente de azufre organico (aminoacidos azufrados como cisteina). También las
levaduras requieren de minerales para su crecimiento, por ejemplo, se ha
determinado que el potasio, magnesio, sodio y calcio se incluyen entre los
necesarios. En cuestion para tener un mejor rendimiento para lograr un mejor
crecimiento en un medio sintético se requiere de boro, cobre, zinc, manganeso,

hierro, iodo y molibdeno. (Garcia, 2004)

B. Candida albicans
Las especies de Candida representan un grupo de levaduras de especial
importancia para la salud humana. Candida forma parte de la flora normal en
individuos sanos, y se encuentra comunmente en la piel y en la mucosa de la
cavidad oral, tracto gastrointestinal, urogenital y vagina. Sin embargo, Candida
spp. puede provocar una amplia variedad de infecciones bajo ciertas condiciones.
Los ejemplos mas comunes incluyen candidiasis orofaringea (OPC) y candidiasis
vulvovaginal (VVC). La OPC se encuentra asociada a enfermedades cronicas
como la diabetes, ademas de que es una de las primeras manifestaciones
reconocidas de inmunodeficiencia provocada por VIH, ademas de ser un indicador
centinela para la progresién de esta enfermedad antes de la aparicién de sintomas
mas severos. El principal agente causal de OPC es C. albicans, sin embargo
también se han asociado algunas otras especies tales como C. glabrata, C.
tropicalis y C. dubliniensis. C. albicans provoca aproximadamente un 90% de VVC
y C. glabrata es responsable del 10% restante. Aunque la relacién entre la VVC y
VIH no ha sido aclarada, la VVC es una preocupacion importante en mujeres
infectadas con VIH; la mayoria de cepas aisladas de C. albicans provocando
enfermedad en pacientes con SIDA se derivan de cepas asociadas originalmente
a infecciones comensales, y la reincidencia puede resultar de estas mismas

cepas.

Ademas de causar enfermedades en las mucosas, Candida spp. puede también

provocar infecciones invasivas sistémicas, en las cuales Candida penetra vy



atraviesa la barrera epitelial para ganar acceso al torrente sanguineo
(candidemia). Una vez en la sangre, puede diseminarse e infectar cualquier
organo. A causa de esto, Candida ha emergido como el cuarto patégeno de
sangre mas comun en los Estados Unidos. La mortalidad asociada a estas
infecciones invasivas en adultos varian del 14.5% al 49%, y C. albicans es
responsable del 50-60% de los casos de candidiasis invasiva. (Tsai, Chen, Hsu, &
Lan, 2013)

Una caracteristica muy interesante de C. albicans es su habilidad para crecer de
dos formas distintas; la reproduccion por gemacion (formando una gema elipsoide)
y en forma hifal, la cual se puede fragmentar periédicamente y dar origen a nuevos

micelios 0 a nuevas células levaduriformes. (Fig. 4)

Fig. 4. Dimorfismo de C. albicans. (A) las blastosporas son formas unicelulares del hongo que se
dividen por gemacion. (B) en presencia de factores ambientales, se inicia un crecimiento cilindrico
en la superficie de la blastospora formando un tubo germinativo. (C) el tubo germinativo crece y va
formando septos para formar una hifa. (D) Se forman ramas hifales y/o ramas secundarias a partir
de los septos, constituyendo un micelio. (E) Las blastosporas secundarias son separadas del
filamento. Los principales factores que favorecen la filamentacién (de levadura a hifa) son:
temperatura 35 °C, pH de 7.0, un inoculo de 1x10° blastosporas/mL y la presencia de distintos
compuestos, tales como N-acetilglucosamina, prolina o suero (Molero, 1998).
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Las transiciones entre estos dos fenotipos pueden ser inducidas in vitro en
respuesta a estimulos ambientales tales como pH o temperatura, o por diferentes
compuestos como N-acetilglucosamina o prolina. Ademas del interés biologico de
este dimorfismo, la habilidad para cambiar entre la forma levaduriforme y la forma

micelial ha sido implicada en la patogenicidad de esta levadura.

1. Dimorfismo
Tal y como otros hongos patégenos, C. albicans presenta dimorfismo. Esta
levadura exhibe una variedad de distintas morfologias bajo distintas condiciones
ambientales; tales formas incluyen células levaduriformes gemantes (blastosporas,
blastoconidias), pseudohifas (células alargadas que forman filamentos), hifas
verdaderas y clamidosporas (Fig. 4). Una blastospora es una forma unicelular del
hongo que se divide por gemaciéon. Dicho proceso de gemacién involucra el
crecimiento de nuevo material celular a partir de un lugar especifico de la
superficie de la levadura. La célula hija usualmente se desarrolla en el polo distal
de la cicatriz de nacimiento e inicia una fase de crecimiento; después se lleva a
cabo la divisidén nuclear y se forma un septo entre la célula madre y la célula hija,

y, al final, las dos se separan para formar nuevas blastosporas. (Molero, 1998)

Una hifa es una larga estructura tubular microscépica que esta formada por
multiples células fungicas divididas por septos. El tubo germinativo es la etapa
inicial en la transicion de la forma levaduriforme a la forma hifal. Una blastospora
da origen a nuevo material celular en la forma de un cilindro, llamado tubo
germinativo, el cual crece continuamente por extensidon del polo distal. La divisidon
celular mitética ocurre dentro de la hifa, y los septos son formados a ciertos
intervalos sin interrumpir la tasa de extensioén. Puede haber el surgimiento de hifas
secundarias como ramificaciones de la hifa primaria o por germinacion de las
esporas. Un micelio es un agregado de células fungicas que incluye a las hifas

junto con todas sus ramificaciones. (Molero, 1998)
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2. Condiciones experimentales para la produccion de tubos

germinativos
Existen varias caracteristicas esenciales para la transicion morfolégica in vitro de
C. albicans. Los primeros cientificos en trabajar con C. albicans encontraron que
los cambios en el ambiente de crecimiento de la levadura conllevan cambios en la
morfologia celular, sin embargo, nadie ha logrado identificar a algun “morfégeno”
que actué solo y que bajo cualquier condicidon provoque la transformacion de
cualquier cepa de C. albicans a una sola de sus variantes morfolégicas. Algunos
de los factores ambientales que favorecen la filamentacion son: temperatura de
37-40°C, pH cercano a 7.0 y una concentracion inicial de blastosporas no mayor a
1x10° UFC/mL. También, se ha encontrado que ciertos agentes quimicos, tales
como la N-acetil-D-glucosamina, aminoacidos, biotina, compuestos azufrados, el
grupo hemo, zinc y suero son requeridos para llevar a cabo la filamentacion.
Aunque el suero es excelente para promover la conversion de levadura a micelio,
su complejidad quimica lo hace inapropiado para el estudio de los fundamentos

moleculares que inducen el cambio a la forma hifal. (Molero, 1998)

C. albicans parece regular su propia morfologia al menos bajo dos circunstancias:
como una respuesta lenta a ambientes nutricionales adversos en general, y como
una respuesta rapida a ciertas condiciones fisicoquimicas. En el ultimo caso, las
formas filamentosas parecen desarrollarse bajo condiciones de temperatura y pH
encontradas en los tejidos del hospedero In vivo. Ciertos medios de cultivo han
sido desarrollados para la obtencion de ambas formas de crecimiento, siendo el
factor determinante la temperatura o el pH; en general, el fenotipo levaduriforme
prevalece a bajas temperaturas o bajo pH, mientras que el fenotipo hifal lo hace a
altas temperaturas y pH elevado. Un medio de cultivo sintético, compuesto de una
mezcla de aminoacidos ha sido descrito por Lee en el cual un cambio en el pH
basta para garantizar la producciéon de la forma levaduriforme (pH 4.5) o de la
forma hifal (pH 6.5), ambos siendo incubados a una temperatura de 37 °C.
(Molero, 1998)
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3. Factores de virulencia de C. albicans

Como en el caso de otros patdégenos, la virulencia de C. albicans depende de su
reconocimiento por el hospedero. La union el microorganismo a las células del
hospedero, proteinas o competidores microbianos (co-agregacion) probablemente
previene, o al menos reduce, el grado de eliminacioén por parte del sistema inmune
del hospedero; ademas, la levadura posee varias enzimas que tienen como
funcion aumentar su virulencia. Intuitivamente, la invasion deberia de ser facilitada
por la transicion de las células levaduriformes al crecimiento filamentoso
(morfogénesis) en comparacion con el crecimiento isotropico (levadura); aparte de
esto, otros mecanismos, donde se incluyen la persorcion de las levaduras en la
mucosa intestinal para llegar a los tejidos internos asi como la fagocitosis inducida
por las células esofagicas. Todos estos mecanismos pueden promover la invasion
de las superficies de las mucosas (Fig. 5). Finalmente, se le ha atribuido al
fendmeno del cambio fenotipico la capacidad de la plasticidad del microorganismo;
los estudios en dicho cambio se han enfocado principalmente en un sistema de
cambio en particular, la transicion blanca-opaca, la cual se refiere al cambio en el
color y en la morfologia colonial de la cepa WO-1, aunque este cambio también se
presenta en cepas clinicas; con este cambio, ademas del color y la morfologia,
también se incluyen otras propiedades como el cambio de propiedades de
adherencia, expresion antigénica y distintas afinidades por los tejidos. (Calderone
& Fonzi, 2001)
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Fig. 5. Primeros eventos de la patogénesis de la candidiasis en una superficie mucosa. Se ilustra
una levadura de C. albicans que esta gemando (derecha) o germinando (izquierda). En la parte
izquierda de la figura se muestra la formacion del tubo germinativo y la penetracion de la mucosa.
Sin embargo, la persorcién de las células levaduriformes (centro) también resulta en la penetracion
de células gemantes a la submucosa. A la derecha, se muestra la fagocitosis inducida de una
levadura por una célula de la mucosa. Todos estos eventos son promovidos por las adhesinas
Als1p, Als5p (Ala1p), Hwp1p e Int1p, y por las enzimas hidroliticas Saps y Plb1p. En la figura, se
representa al tubo germinativo como una entidad que es capaz de expresar diferentes antigenos
comparado con la levadura; la contribuciéon de este cambio fenotipico a la patogénesis puede ser la
promocion de afinidades especificas de tejido para el microorganismo asi como el cambio
antigénico. (Calderone & Fonzi, 2001)

a) Adhesinas
Se define a una adhesina como una biomolécula que promueve la adherencia de
C. albicans a la célula del hospedero a los ligandos de la célula hospedero. La
iniciativa para estudiar este tipo de moléculas se debié a las numerosas
descripciones de mutantes avirulentas no adherentes, asi como la identificacion de
las proteinas que se unen a varias proteinas de matriz extracelular (ECM) de las
células de los mamiferos, como la fibronectina (FN), laminina, fibrindgeno,
colageno de tipo | y IV. Estos estudios fueron cruciales para el entendimiento de
las interacciones ce C. albicans con su hospedero. Los ejemplos de adhesinas
aqui nombradas fueron elegidas debido a que los genes que las codifican han sido
aislados y se han podido construir cepas con genes suprimidos que han ayudado
a evaluar la funcién de cada uno; sin embargo, otras proteinas interesantes
también poseen actividad de adhesina, pero sus genes que las codifican no han
sido aislados, en estas se incluyen a las adhesinas del grupo de las mananas,
una adhesina del tipo de las lectinas asi como una adhesina fimbrial que tiene
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homologia al dominio de unién a ligando del pili PAK de Pseudomonas
aeruginosa. También, una proteina de unidon a fibrinbgeno inducida por

hemoglobina ha sido parcialmente caracterizada. (Calderone & Fonzi, 2001)

La adherencia a las células y tejidos del hospedero es el primer paso y el mas
critico en las infecciones de C. albicans. En el caso de las afectaciones a las
mucosas, C. albicans primero coloniza y prolifera en las superficies cutaneas de
las células epiteliales, siguiendo la invasion, diseminacion y dafo tisular. La capa
mas externa de la levadura, la pared celular, contiene diversos carbohidratos y
proteinas, que permiten el contacto y la interaccidon con diversas proteinas y
células epiteliales y endoteliales del hospedero; adicionalmente, C. albicans se
puede adherir a superficies inertes, tales como dispositivos médicos, y formar
comunidades celulares asociadas a dicha superficie, conocidas como biofilms.
(Tsai, Chen, Hsu, & Lan, 2013)

b) Produccién de biofilms
Los biofilms son comunidades microbianas estructuradas en las cuales las células
se unen estrechamente a una superficie y son embebidas en una matriz de
sustancias poliméricas producidas por dichas células. Las comunidades formadas
sobre la superficie de los dispositivos médicos poseen una arquitectura
caracteristica y propiedades fenotipicas que son distintas a las de su contraparte
plancténica; su fenotipo mas notable es que poseen una susceptibilidad reducida
al sistema inmune del hospedero y a la terapia antifungica farmacéutica
convencional y, la remocién del dispositivo médico es casi siempre necesaria para

la cura de éstas infecciones. (Nett & Andes, 2006)

Los biofilms no son acumulaciones al azar de células, resultado de la division
celular, sino comunidades celulares organizadas bajo el control de moléculas
sefalizadoras. Los biofilms completamente desarrollados exhiben una arquitectura
muy heterogénea, compuesta de elementos celulares y no celulares; estan
conformados por una mezcla de células del hospedero, levaduras, pseudohifas e
hifas, y la matriz extracelular derivada del hongo, la cual estda compuesta de

polisacaridos y proteinas. Su desarrollo ocurre en tres fases en un periodo de 24 a
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48 horas; en primer lugar, la fase inicial comienza con la adherencia de células
individuales a un substrato, en segundo lugar, las células adheridas proliferan
hasta formar microcolonias y empiezan a producir la matriz extracelular;
finalmente, una vez que se ha alcanzado la confluencia celular, la red de
levaduras comienzan un proceso de transicion a formas filamentosas (hifas y
pseudohifas), y son envueltas por la matriz exopolimérica. El biofilm resultante
posee una estructura tridimensional y es tiene varios cientos de upm de
profundidad. (Nett & Andes, 2006)

Fig. 6 Un esquema de las adhesinas polipeptidicas de C. albicans. Als1p y Als5p (Ala1p) estan
comprendidas por tres dominios, el amino terminal, relativamente libre de glucosilacion, un dominio
central de repeticiones en tandem (flechas) que varian en longitud pero estan altamente
conservadas, y un dominio carboxilo terminal rico en serina, que es el menos conservado entre la
familia de proteinas Als. Existen sitios de consenso de N-glucosilacién, indicados por hexagonos.
Int1p esta representada debajo de las proteinas Als; un dominio-I (de unién a ligando) se posiciona
cerca de otro dominio que es homologo a la proteina de unién a fibrinbgeno de Staphylococcus
aureus CIfA. Cada una de éstas proteinas estan sujetas a una extensa O-glucosilacion. Existen
regiones hidréfobas que sirven como sefales secretoras, sefiales de unién de fosfatidilinositol, o
dominios transmembranales que estan indicados por las bandas moradas. La S representa los
dominios serina/treonina. (Calderone & Fonzi, 2001)
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c) Als1p y Als5p
La Als1p (secuencia parecida a aglutinina) de C. albicans es un miembro de la
familia de siete proteinas glucosiladas con homologia a la aglutinina-a de S.
cerevisiae que es requerida durante el apareamiento. Las caracteristicas comunes
de cada uno de los genes ALS incluyen: cada uno posee tres dominios; un
dominio 5 relativamente conservado de 1299-1308 (433-436 aminoacidos); un
dominio central de longitud variable; repeticiones en tandem cada una de 108 bp;
y un dominio 3’ que es variable en su longitud y que codifica una proteina rica en
serina/treonina. (Fig. 6). La familia de Als tiene caracteristicas tipicas de las
proteinas de secrecion y una regidon de carboxilo terminal hidréfoba, lo que sugiere
un ancla para glucofosfatidilinositol. Se cree que la unién a ligando esta asociada
a la regidn de amino terminal de la proteina. Ambas proteinas, Als1p y Als5p
proveen la funcion de adhesinas; Als1p es esencial para la virulencia en la

candidiasis sistémica en modelos murinos. (Calderone & Fonzi, 2001)

d) Hwp1p

El gen HWP1 codifica una manoproteina de superficie externa la cual se cree que
esta orientada con su dominio de amino terminal expuesto en la superficie, y el
dominio carboxilo terminal unido covalentemente al B-glucano de la pared celular.
La secuencia amino terminal de Hwp1 (un dominio rico en prolina y glutamina)
tiene parentesco con un sustrato de transglutaminasa (TGase); las cepas de C.
albicans a las cuales se les ha suprimido el gen HWP1 han demostrado ser menos
virulentos en los modelos murinos, ademas de tener una tasa reducida de
mortalidad y provocar menos dafio en las células del endotelio. (Calderone &
Fonzi, 2001)

e Int1p
C. albicans tiene la capacidad de unirse a varios ligandos de matriz extracelular,
incluyendo fibronectina, laminina y colageno de tipo | y IV; debido a esto, se ha
sugerido que la levadura expresa una proteina similar a una integrina. El gen INT1
contiene un dominio | que es aproximadamente 18% idéntico al dominio a de la

proteina M humana implicada en la coordinacién de cationes divalentes, y un 25%
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idéntico a la region no repetida de la proteina de union a fibrindgeno CIfA de
Staphylococcus aureus. La proteina INT1 posee interesantes caracteristicas y
funciones; en primer lugar, los anticuerpos dirigidos contra el dominio de unién a
cationes divalentes confirman que se trata de una proteina de superficie; segundo,
su expresion heterdloga en S. cerevisiae da como resultado la formacion de
células alargadas que son similares, en apariencia, a los tubos germinativos que
se adhieren a las células epiteliales; en tercer lugar, las células transformadas de
S. cerevisiae tienden a agregarse de una manera similar a C. albicans. Las cepas
de C. albicans a las cuales se les suprimio el gen INT1 fueron menos virulentas,
se adhirieron en menor proporcion a una linea de células epiteliales (40% de
reduccion) y tuvieron dificultades para formar filamentos en agar leche-tween y
agar de Spider. Pudiera parecer que el gen INT1 juega un importante papel en la
adherencia y filamentacion de C. albicans; ademas, recientes estudios indican que
la talina, una proteina de citoesqueleto, puede interactuar con Int1p para intervenir
la morfogénesis modulando a la actina en el citoesqueleto. (Calderone & Fonzi,
2001)

f) Mntip

Las cepas de C. albicans a las cuales se les ha suprimido el gen a-1,2-
manosiltransferasa son menos virulentas y presentan dificultades para adherirse
en experimentos in vitro. La Mnt1p es una proteina de membrana de tipo Il que se
requiere para el proceso de O- y N-manosilacién en los hongos. ElI dominio
catalitico del carboxilo terminal es esencial para la actividad enzimatica, y esta
enzima ha demostrado requerir a los cationes divalentes Zn*?> y Mn*? como
cofactores. Esta proteina participa en el proceso de adherencia. (Calderone &
Fonzi, 2001)

g) Morfogénesis
Anteriormente, en el presente trabajo, se ha mencionado que, la morfogénesis se
refiere a la transicion entre el estado de levaduras unicelulares a la forma de
crecimiento filamentoso; C. albicans puede convertirse de manera reversible de

una forma unicelular a una forma de crecimiento hifal p pseudohifal. De todas las
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especies de Candida spp, solo C. albicans y C. dubliniensis pueden formar ambos
tipos de crecimiento filamentoso, es asi que, estas especies son capaces de
crecer isotropicamente (levadura) o apicalmente (hifa y pseudohifa), y son
definidas, propiamente, como polimdérficas en sus patrones de crecimiento. Con
respecto a la morfogénesis, ha habido una gran cantidad de estudios para
demostrar la relacion entre la forma filamentosa de C. albicans y su virulencia. Aun
con los métodos moleculares modernos, aun se tiene que distinguir la relacién
entre la morfologia del microorganismo y el desarrollo de la enfermedad; la
virulencia se ve atenuada en cepas mutantes que se encuentran confinadas a la
forma filamentosa o a la forma levaduriforme. La mayoria de las lesiones se
encuentran pobladas por ambas formas de crecimiento, sugiriendo que las dos
tienen un papel importante en el desarrollo de la enfermedad; la situacién se
complica mas cuando se observa que existe la presencia de genes especificos
para la forma, y que cuya expresion es controlada por las mismas moléculas que
controlan el desarrollo morfoldgico, por o que es imposible atribuir la atenuacién
de un defecto morfologico contra la expresion alterada de genes especificos para

la forma que puedan ser cruciales para la virulencia. (Calderone & Fonzi, 2001)

Mucho de lo que se ha descubierto acerca de las vias de transduccion de sefiales
que regulan la morfogénesis ha sido obtenido de estudios realizados en S.
cerevisiae, y varios de los homadlogos de C. albicans fueron identificadas a partir
de la complementacion o supresion de los defectos correspondientes en las
mutantes de S. cerevisiae. Hace algunos afnos, los investigadores notaron que S.
cerevisiae producia un crecimiento pseudohifal en medios de cultivo pobres en
nutrientes, sugiriendo que las pseudohifas proveen de una funcion de busqueda
de alimento; concomitantemente, dos vias de senalizacion asociadas con este
fenotipo fueron identificadas no sélo en S. cerevisiae, sino también en C. albicans.
Las deleciones de los genes involucrados en el cambio de fase en C. albicans dan
como resultado defectos en la morfogénesis en ciertos medios con agar. Existen
otras vias de morfogénesis que han sido descubiertas recientemente cuando se
encontré que una mutante doble efg1cph1, la cual no es filamentosa in vitro y es

avirulenta, desarroll6 hifas en la lengua de cobayos inmunosuprimidos infectados;
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de hecho, se ha identificado un tercer factor de transcripcion (CZF1) en C.
albicans que regula la morfogénesis cuando las células estan embebidas en agar.
Pareciera que otras vias son requeridas para la morfogénesis, incluyéndose las
vias de integridad de la pared celular (protein-cinasa C, PKC), y la via de
osmorregulacion (glicerol de dos componentes de alta molaridad, Hog1);
curiosamente, la funcién de la via de Hog1p en C. albicans no se encuentra
totalmente relacionada con la osmorregulacion, ya que la mutantes suprimidas en
los genes SLN1 o SSK1 resultan ser deficientes en la filamentacién. Otras
proteinas supuestas, como las proteinas histidin-cinasas Chk1p y Cos1/Nik1, son
necesarias para la morfogénesis y, como en el caso de PHR1, CHK1 es requerido
para la enfermedad invasiva, pero no para la infeccion vaginal. (Calderone &
Fonzi, 2001)

h) Enzimas que contribuyen a la invasividad.
Las aspartil proteasas de secrecion (SAP) y las fosfolipasas (PL) son dos grandes
familias de enzimas producidas por C. albicans, de las cuales, como ya se
menciono, algunas estan relacionadas con la virulencia. De las cuatro fosfolipasas
identificadas hasta ahora (PLA, PLB, PLC y PLD), unicamente PLB1 ha
demostrado ser necesaria para la virulencia en modelos animales de candidiasis;
una cepa con este gen suprimido produce fosfolipasa in vitro en menor cantidad y
fue menos virulenta, 40% de animales muertos en comparacién con el 100% de la
cepa salvaje. La actividad de la Plb1p ha sido detectada recientemente en la punta
delas hifas durante la invasién de los tejidos; Plb1p es una glucoproteina de 84
kDa que posee actividad tanto de hidrolasa como de lisofosfolipasa-transacetilasa,

y probablemente, se trata de una proteina de secrecion.

Al menos se conocen nueve proteinas de la familia de las SAP; estas proteinas no
se encuentran limitadas en cuanto a presencia a C. albicans, ya que también se
han encontrado en C. ftropicalis, C. parapsilosis, asi como también en C.
guillermondii. Los marcos de lectura abiertos (ORFs) de SAP1-9 varian en
tamano, desde 1170 hasta 1780 bp y SAP7 parece ser el mas divergente de la

familia. La contribucién de la familia SAP al desarrollo de la enfermedad ha sido
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estudiado utilizando RT-PCR, mutantes con genes suprimidos, asi como métodos
inmunoquimicos; en modelos de enfermedad invasiva en ratones y cobayos, la
supresion de SAP1-6 resultaron en una menor virulencia, sugiriendo que dichas
SAP son requeridas para el desarrollo de la forma invasiva de la candidiasis. Un
modelo In vitro de candidiasis oral humana ha sido utilizado para seguir la
transcripcion temporal de SAP1-8; las SAPs 1 y 3 son expresadas dentro de las
primeras 42 hrs post-infeccién del tejido, seguidas por SAP6 a las 48 hrs, siendo
las ultimas las SAP2 y SAPS8 a las 60hrs.; SAP4-5 nunca fueron detectadas. El
dafio al tejido fue mas extenso en las primeras 48 hrs. La contribucion de las SAPs
también ha sido estudiada en cultivos de tejido oral humano utilizando cepas de C.
albicans con una delecion individual de SAPs o con triples deleciones (Asap1-3,
Asap4-6); en este estudio, se determin6é que las SAP1-3 son requeridas para el
desarrollo de la enfermedad, mientras que las SAP4-6 no son requeridas. Un
modelo de epidermis humana In vitro también ha sido utilizado para medir la
expresion temporal de SAPs por RT-PCR; el orden de expresion de las proteinas
fue: SAP1, SAP2, seguidas de SAP8, SAP6 y SAP3. Dicha expresion estaba
correlacionada con la invasion del tejido, eso es que fase de invasién temprana
fue producto de SAP1-2, la fase de penetracion extensiva por SAP8 y la fase de
crecimiento hifal extensivo por SAP6. En el caso de la vaginitis, aunque no se han
evaluado la actividad de todas las SAPs, se ha descubierto que la SAP2 se

requiere para el desarrollo de la enfermedad. (Calderone & Fonzi, 2001)

C. Candidiasis
La candidiasis es una micosis primaria o secundaria ocasionada por levaduras
enddgenas y oportunistas del género Candida, en especial Candida albicans. Las
manifestaciones clinicas son localizadas, diseminadas o sistémicas; puede afectar
piel, mucosas, estructuras profundas y o6rganos internos. Las alteraciones
histopatoldgicas varian desde inflamacion minima hasta supuraciéon o granuloma.
La candidiasis se considera una de las infecciones oportunistas mas frecuentes en
humanos; afecta a individuos de cualquier edad, grupo étnico o sexo, no tiene
relacion con el clima, la situacion geografica ni el estado socioecondmico; sin

embargo, se han encontrado algunas diferencias regionales, por ejemplo, la
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candidiasis interdigital de los pies es mas frecuente en lugares tropicales y la

onicomicosis sin paroniquia, en los mas frios. (Arenas Guzman, 2014)

C. albicans, la especie mas importante, es parte de la microbiota de las vias
gastrointestinales, las mucosas bucal (31 a 55%) y vaginal (13% de las mujeres),
asi como la piel periorifical de individuos sanos (25 a 50%). Candida vive en
equilibrio con otros microorganismos del cuerpo humano y coexiste como
comensal, pero cuando éste equilibrio se pierde, se torna patdogena y causa
afecciones mucocutaneas. Los factores predisponentes son multiples y muchas
veces pueden combinarse, por ejemplo, en la boca se relacionan con aplicacion
local de antibidticos o pérdida del espacio interdentario por el uso de proétesis
inapropiadas; las formas intestinales, con el consumo de dietas abundantes en
frutas; el intertrigo y la onicomicosis de manos, con humedad, contacto con
alimentos que tienen alto contenido de azucares, habito de chuparse el dedo o
acudir al manicuro; las lesiones en pliegues o pies, con prendas de material
sintético como fajas, botas de plastico, y las formas graves y diseminadas, con
intervencidn quirurgica cardiovascular o uso de drogas por via intravenosa, como

heroina. (Arenas Guzman, 2014)

La gravedad de la infeccion depende sobre todo de las alteraciones primarias del
hospedero mas que de las propiedades patdgenas del hongo; se desconoce
cuanto dura el periodo de incubacién y en cada ubicacién anatomica existen

distintas modalidades clinicas. (Arenas Guzman, 2014)
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Cutanea
ETCIVIERY

<

onicomicosis, zona del

pafial y vesiculopustular y

Candidiasis mucocuténea folicular

crénica (CMCC),

Diseminada y profunda B
granuloma candidésico

Aparato genitourinario y
Sistémica L 'ifiONES, endocarditis,
meningitis, candidemia

o Candidides, eccema,
Alérgica —— :
asma, gastritos

Cuadro No. 2 Clasificacion de las candidiasis (Arenas Guzman, 2014)

D. Diagnéstico de laboratorio

1. Toma de muestra.

La toma de muestra es variable, ya que la candidiasis puede presentarse en todas
las partes del cuerpo, asi que los productos que se recolectan son exudados,
escamas, sangre, esputo, orina, LCR, etc. En el caso particular de muestras de
sangre (candidemia), es de suma importancia que se tomen con tubos con
microperlas para lisis, o bien las muestras deberan agitarse (vortex) para realizar
el lisado celular; esto permite incrementar el numero de aislamientos. (Bonifaz
Trujillo, 2015)
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2. Examen directo
El material obtenido se coloca entre portaobjetos y cubreobjetos con un aclarante,
de preferencia hidroxido de potasio en una concentracion del 10 al 20%. Se
pueden realizar también tinciones como Gram, Wright, Giemsa, PAS e incluso
Papanicolaou. Al microscopio se observan grandes cumulos de blastoconidias de
aprox. 2 a 4 ym de diametro y pseudohifas cortas o largas, que determinan el
estado patdgeno y virulento de la levadura y confirman el diagndstico. En el caso
de piel y uhas, por lo regular no se encuentran pseudohifas, pero el solo
aislamiento del hongo en los medios de cultivo indica la enfermedad, debido a que
Candida sp. no es parte de la microbiota de esa region. Para los casos de
muestras de orina, o bien provenientes de catéteres, se pueden observar
biopeliculas, que no son mas grandes que los cumulos de pseudohifas vy

levaduras. (Bonifaz Truijillo, 2015)

3. Cultivos
Las diversas especies de Candida crecen en la mayor parte de los medios de
cultivo habituales, como lo son: agar dextrosa de Sabouraud (SDA), agar sangre,
agar infusion de cerebro, corazén y extracto de levadura (BHYI).las caracteristicas
de las colonias en la mayor parte de los medios son similares, crecen en dos a
tres dias a 28 o 37 °C, dando colonias blanquecinas, lisas (en ocasiones rugosas),
humedas, limitadas, opacas y en algun momento se observan pseudomicelio y
micelio dentro del agar. Para el caso especifico de muestras de orina, es
necesario emplear un criterio de aislamiento, con un punto de corte de 10°
UFC/mL; esto permite eliminar los casos de “arrastre” de levaduras que son parte

de la microbiota. (Bonifaz Trujillo, 2015)

Hay medios de cultivo selectivos para el género Candida, como el BiGGY
(Bismute, Glucose, Glicine and Yeast) o también llamado medio de Nickerson, que
contiene gran cantidad de citratos que eliminan la flora bacteriana, asi como
sulfitos que son reducidos a sulfuros; de esta manera las colonias se ven de color
café claro u oscuro , lo que las hace distinguibles de otros hongos levaduriformes

y se considera un excelente medio de primoaislamiento, por lo que es muy util
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para el trabajo rutinario, pero de baja especificidad; es decir, no permite el
reconocimiento de las especies, incluso se pueden confundir con otros géneros.
(Bonifaz Trujillo, 2015)

Desde hace algunos afos han surgido una serie de medios de cultivo
cromogénicos que permiten hacer una identificacion desde los primeros
aislamientos; por ejemplo, el medio pionero de CHROMagar-Candida (Becton and
Dickinson Company) estd hecho a base de sales cromogenas y enzimas, que
permiten el desarrollo de las especies mas comunes de Candida y otros hongos
levaduriformes (Geotrichum, Trichosporon, Saprochaete), mediante la formacién
de colonias coloridas, perfectamente diferenciadas: C. albicans (verde claro), C.
dubliniensis (verde oscuro), C. tropicalis (azul-gris), C. krusei (rosa palido), C.
glabrata (rosa intenso), Candida sp. (blanco-crema); Trichosporon sp. (azul gris) y
Geotrichum candidum (purpura). Este medio tiene una alta especificidad, de al
menos 95%. Su utilidad radica en que con el solo primoaislamiento se sabe por lo
general la especie causante, lo cual disminuye el costo de la identificacion por
medio de pruebas bioquimicas; ademas también permite reconocer infecciones
mixtas (ahora se reconocen entre el 2 y el 4%), sobre todo en pacientes que se
hayan muy inmunosuprimidos. Se considera que es el medio de cultivo mas eficaz
para el aislamiento e identificacion presuntiva de las especies mas frecuentes del
género Candida. Otros medios comerciales con caracteristicas y resultados
similares al anterior son la nueva serie de medios como Candiselect-4 (Bio-Rad) y
Candida-ID (bioMérieux), los cuales también permiten la identificacion primaria de
las especies mas importantes de Candida. El desarrollo y color de las colonias son
diferentes en cada uno de estos medios cromogénicos. Los resultados de estos
medios cromogénicos comerciales son muy similares; su sensibilidad fluctia entre
el 85y el 98% mientras que la especificidad de 95 a 100%. (Bonifaz Trujillo, 2015)

Los porcentajes de aislamientos de las diversas especies de Candida cambian
dependiendo del tipo clinico, factor predisponente y zona geografica. La mayor
parte de los informes indican que ha habido un decremento importante en la

especie de C. albicans, que aunque sigue teniendo el primer lugar, éste fluctua
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entre 45 y 60% de los aislamientos. El restante lo ocupa el grupo de Candida no-
albicans, con un segundo lugar para C. tropicalis (25%) y en tercer lugar C.
glabrata, aunque en algunos reportes esta posicion puede invertirse con C.
parapsilosis; el resto de las especies se aislan con porcentajes menores al 1%. El
hecho que exista un cultivo positivo no indica necesariamente una candidiasis,
debido a que Candida forma parte de la microbiota humana, por eso es importante
la correlacion de los aspectos clinicos y micoldgicos para confirmar el diagnéstico.
(Bonifaz Trujillo, 2015)

4. Biopsia
Util solo en los casos cutaneos profundos. La histopatologia por lo regular reporta
proceso granulomatoso acompanado de estructuras fungicas (blastoconidias y
pseudohifas) que se resaltan mas con tinciones especiales como PAS y Gomori-
Grocott. (Bonifaz Truijillo, 2015)

5. Pruebas inmunolégicas

a) Intradermorreaccion a la candidina

Puede ser monovalente (de C. albicans) o polivalente; ambas indican en exclusiva
primocontacto y, por lo regular, es positivo en todo tipo de personas, lo que
disminuye la ayuda diagnéstica. En la actualidad, esta prueba, al igual que el PPD,
se utiliza para evaluar hipersensibilidad tardia. La dosis empleada es una décima
del antigeno (dilucion 1:2000) aplicada via intradérmica, y se lee con los mismos
criterios que el PPD, es decir, si se observan, a las 48 horas, mas de 5 mm de
induracion y eritema, se considera positiva. Es importante saber que se ha estado
empleando la intradermorreaccion de candidina como tratamiento de verrugas
vulgares (virales), debido a la estimulacion inmunoldgica que produce. (Bonifaz
Trujillo, 2015)

b) Serologia
Recomendable sobre todo para los casos profundos y sistémicos, o bien cuando
se reportan titulos altos y repetidos. Las técnicas mas usadas son precipitacién,

fijacion de complemento, inmunofluorescencia directa o indirecta. Es importante
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citar que se han reportado cruces inmunolégicos con algunas variedades de
Salmonella sp., o que les resta importancia. La PCR y RAPD son en la actualidad
las pruebas mas utiles para la identificacion de las diversas especies de Candida.
Ambas son pruebas de alta sensibilidad y especificidad (>90%), y se recomiendan
sobre todo en infecciones severas, como candidemias, endocarditis y afecciones

pulmonares. (Bonifaz Trujillo, 2015)

c) Determinacion de mananos
Se realiza en suero y otros fluidos mediante el método de ELISA, a través de la
prueba comercial Platelia-Candida Ag (Bio-Rad), la cual detecta los mananos
circulantes en sangre, aunque se considera una prueba de baja sensibilidad (40 a
70%). (Bonifaz Truijillo, 2015)

d) Determinacién de -1,3-D-glucanos
Se trata de productos que son liberados en algunas infecciones fungicas
(candidiasis, aspergilosis, neumocistosis), es decir, se considera una prueba
panfungica; al igual que la prueba anterior, se realiza en suero sanguieno por
meétodo de ELISA, y su positividad sélo es sugestiva de infeccidn fungica, pero con

correlacion clinica, puede ser de utilidad. (Bonifaz Truijillo, 2015)

6. MALDI-TOF

Es uno de los nuevos métodos de diagndstico e identificacion de una serie de
hongos, y puede servir para las diversas especies de Candida; es una técnica de
espectrometria de masas: las siglas provienen del inglés Matrix-assisted laser
desorption ionization (MALDI)- time of flight mass. Esta metodologia se empieza a
posicionar, con el inconveniente de ser costosa (equipo), pero con insumos
baratos e identificacion muy rapida, ya el tiempo le dara una ubicacion precisa;
con los estudios actuales se requiere incrementar la sensibilidad (para fungemias).
(Bonifaz Trujillo, 2015)
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E. Antimicéticos
Existen mucho menos antimicéticos, antiparasitarios y antivirales que
antibacterianos. En el caso de los dos primeros esto es consecuencia de que los
hongos y los parasitos estan constituidos por células eucariotas, lo mismo que los
mamiferos y, por lo tanto lo que los afecte probablemente también tenga efecto a

las células humanas. (Negroni, 2009)

Ya que la incidencia de infecciones producidas por hongos ha aumentado,
comienzan a existir modernos antifungicos que presentan una mayor selectividad
de actuacion y han aparecido nuevas formulaciones galénicas que reducen los
efectos secundarios de los usados clasicamente. Como ya se habia mencionado,
los hongos son seres eucariontes sin clorofila, en su mayoria con un
comportamiento saprofito. De las 250 000 especies conocidas, aproximadamente
unas 400 ocasionan enfermedades en el hombre. Al ser una célula eucariota, los
antifungicos deben actuar sin lesionar quimica y metabdlicamente las células del
hospedero, pero deben de ser capaces de destruir (fungicida) o al menos impedir
el crecimiento (fungistatico) tanto de las formas filamentosas como de las

levaduriformes del hongo. (Negroni, 2009)

1. Clasificacion de los antimicoéticos

Los antimicoticos se pueden clasificar de la siguiente manera:
a) Por su estructura quimica
b) Por el tipo de micosis en la cual se emplea

c) Por su origen (antimicéticos antibidticos) y antimicéticos
sintéticos (Velasco, 2002)
Existe una creciente preocupacién dentro de la comunidad médica con respecto a
las enfermedades provocadas por hongos. Las infecciones causadas por
dermatofitos, tales como la tinea pedis, aunque son raramente fatales, son muy

comunes y estan diseminadas mundialmente. Patégenos tales como Candida
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albicans, Cryptococcus neoformans, Pneumocystis carinii y Aspergillus fumigatus
son agentes importantes de  mortalidad y morbilidad en los pacientes

inmunocomprometidos. (Muthu, 2012)

Estudios epidemiolégicos recientes indican un cambio hacia infecciones causadas
por Aspergillus spp y Candida spp no albicans y otros hongos poco comunes que
poseen una susceptibilidad disminuida hacia los agentes antifungicos actuales.
Clinicamente, la candidiasis y la aspergilosis son responsables de entre un 80% y
90% de las infecciones sistémicas en pacientes inmunocomprometidos. (Muthu,
2012)

A pesar de que el arsenal de medicamentos antifungicos se ha expandido, los
farmacos disponibles actualmente no cumplen con los requerimientos necesarios
para el manejo de las enfermedades en las diversas poblaciones de pacientes por
lo que el desarrollo de nuevos medicamentos antifungicos ha sido requerido

constantemente para la terapia clinica. (Muthu, 2012)

2, Sitios de accion para la terapia antifungica.
Los diferentes sitios de accion para la terapia con antifungicos se muestran en la
fig. 7 ( (Muthu, 2012)

Fig. 7 Diferentes sitios de accion de los antifungicos (Muthu, 2012)
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a) Inhibidores de la sintesis de ergosterol
El ergosterol es el principal componente de la membrana celular fungica. Es un
bioregulador de la fluidez de la membrana, de su asimetria y de la integridad. La
inhibicion de la 14a-desmetilasa resultara en una disminucion de la sintesis de
ergosterol y a una acumulacion concomitante de esteroles 14-metilados. Estos
agentes previenen la 14a-desmetilacion del lanosterol a ergsoterol dentro de la via
de sintesis de ergosterol. El ergosterol también desempena una funcién hormonal

dentro de la célula fungica, ya que estimula el crecimiento de éstas. (Muthu, 2012)

(1) Azoles
Los agentes antifungicos azdlicos bloquean la sintesis de ergosterol, el principal

componente de las membranas citoplasmaticas fungicas. (Muthu, 2012)

Ketoconazol

e l|traconazol

e Fluconazol

e Voriconazol
e Posoconazol

e Ravuconazol

b) Inhibidores de la escualeno-epoxidasa: morfolinas y
alilaminas
La escualeno-epoxidasa, una enzima que, junto con la escualeno-ciclasa,
convierte el escualeno a lanosterol, el cual, cuando es inhibido, previene la

conversion de lanosterol a ergosterol. (Muthu, 2012)

(1) Morfolinas
Las morfolinas fueron descubiertas en 1970 y son compuestos enteramente de
origen sintético. La mayoria de ellos han sido utilizados exitosamente en
agricultura y de entre ellos, unicamente la amorolfina es utilizada en el tratamiento

topico de infecciones ungueales. (Muthu, 2012)

e Amorolfina
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(2) Alilaminas

e Terbinafina

c) Disruptores del ergosterol (antifungicos poliénicos)
El ergosterol es el principal componente de la célula fungica. Los antifungicos
poliénicos forman un complejo con el ergosterol y disrumpen la membrana
plasmatica fungica, lo que provoca un aumento en la permeabilidad de la
membrana, la perdida de contenido citoplasmatico y finalmente la muerte de la
célula fungica. Es asi como los polienos poseen una actividad fungicida y tienen el
mayor espectro de actividad antifungica que cualquiera de los agentes

clinicamente disponibles. (Muthu, 2012)

e Anfotericina B

e Nistatina

d) Inhibidores de la sintesis de glucanos
Los glucanos son los principales componentes que fortalecen la pared celular. En
polisacarido de glucano consiste de mondmeros de D-glucosa unidos por enlaces
B-(1,3)-glucano o B-(1,6)-glucano. El bloqueo de la glucano-sintetasa provoca una
disminucién en la incorporacion de glucosa al polimero de glucano, he aqui que
estos inhibidores causan la lisis de las células fungicas susceptibles. La p-(1,3)-
glucano sintetasa es inhibida de manera no competitiva por las papulacandinas y
equinocandinas. Dependiendo de la concentracion, también se puede inducir o
inhibir la liberacion del factor de necrosis tumoral-a en los macréfagos. Las
equinocandinas son lipopéptidos anfifilicos, productos de la ciclopentamina, los
cuales se forman durante el proceso de fermentacion de algunos hongos tales
como Zalerion arboricola o Aspergillus nidulans var. Echinulatus. El mecanismo de
accién incluye la inhibicion de B-(1,3)-glucano sintetasa; esta inhibicion lleva a la
disrupcion de la estructura creciente de la pared celular, resultando en la
inestabilidad osmoética y a la muerte de las células susceptibles. El sitio de accion
de las equinocandinas no existe en las células de los mamiferos, asi que su

toxicidad es minima. (Muthu, 2012)
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e Caspofungina
e Micafungina

¢ Anidulafungina

e) Inhibidores de la sintesis de quitina

La quitina es un polisacarido muy importante en la pared celular fungica, ya que
ayuda a determinar la morfologia celular, aunque el porcentaje de quitina en la
pared celular es de aproximadamente 1%. Es un polimero practicamente insoluble
en agua que esta formado por unidades de N-acetilglucosamina unidas por
enlaces B-(1,4). Se encuentra bien separada de los glucanos en la pared celular,
pero esta unida covalentemente a ésta para fortalecerla. La quitina es esencial
para los hongos y se encuentra ausente en los humanos, es por eso que quitina-
sintetasa representa un atractivo objetivo para el desarrollo de farmacos
antifungicos. (Muthu, 2012)

e Nikkomicina

e Polioxinas

f) Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos
La flucitosina interfiere con el metabolismo de la pirimidina, con la sintesis de
ADN/ARN y en la sintesis de proteinas. La flucitosina es convertida en 5-
fluorouracilo por una citosin-desaminasa, y después es convertido en acido 5-
fluorouracidilico por la UMP-pirofosforilasa, el cual se vuelve a fosforilar y es
incorporado en el ARN, resultando en la interrupcion de la sintesis proteica. El 5-
fluorouracilo es convertido en monofosfato de 5-flourodesoxiuridina, un potente
inhibidor de la timidilato-sintetasa. Esta enzima esta involucrada en la sintesis de

ADN vy en el proceso de division celular. (Muthu, 2012)

g) Inhibidores de la sintesis proteica: sordarinas
Las sordarinas han sido identificadas como agentes inhibidores selectivos de la
sintesis proteica en hongos. La sordarina fue aislada a partir de Sordaria araneosa
en 1971. El grupo de las sordarinas son inhibidores de la sintesis proteica que

actuan bloqueando el proceso de traduccién. Las sordarinas se encuentran
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ausentes en las células de los mamiferos o en la cadena de transporte de
electrones. (Muthu, 2012)

h) Inhibidores de la sintesis de microtubulos
Los microtubulos son polimeros dinamicos de dimeros de a y B-tubulina. Ellos
forman un esqueleto celular altamente organizado en todas las células eucariotas.
Los agentes como la griseofulvina o vinblastina interactuan con la B-tubulina, una

proteina altamente conservada en eucariontes. (Muthu, 2012)
F. Campo magnético

1. Generalidades

La ciencia del magnetismo naci6 de la observacién de que cierta "piedra", mineral
como la magnetita o “piedra iman” (FeszOs) atraian pedazos de hierro, este
fendmeno se lo conoce desde la antigiedad como magnetismo que viene de la
region de Magnesia en el Asia Menor, que es uno de los lugares en donde se
encontraban este tipo de piedras. En China se conocian desde muy antiguo las
propiedades de las agujas imantadas, que, suspendidas de un hilo, sefialaban el
norte, fendmeno base de la brujula, que pasé a Occidente en el siglo Xlll. (GoAi &
Garcia, 2006)

Paracelso, en el siglo XVI, utilizaba en sus tratamientos barras imantadas,
distinguiendo los distintos efectos terapéuticos del polo norte y del polo sur. En
1600, el médico inglés William Gilbert, en su obra De Magnete, considera la tierra
como un enorme iman, lo que explicaba la orientacion de la aguja magnética en el
sentido de los meridianos. La utilizacidn de la imanterapia es discontinua pero, en
el siglo XVIII, Mesmer la fundamenta y aplica con gran éxito, ante de establecer la

teoria de “magnetismo animal”. (Goni & Garcia, 2006)

En el siglo XIX, el estudio de las corrientes alternas conduce al descubrimiento de
la produccion, a partir de ellas, del campo electromagnético. Los trabajos de
Faraday, Maxwell y Gauss establecen las bases tedricas de sus aplicaciones

practicas, industriales y médicas. (Gofii & Garcia, 2006)

33



A principios del presente siglo, destaca el interés por el efecto de los campos
magnéticos sobre el organismo humano. M.F. Barnothy, en Estados Unidos, inicia
una serie de recopilaciones de trabajos sobre el efecto biolégico de los campos
magnéticos. La NASA tiene un interés especial en el tema, por lo que propicia
numerosas investigaciones. Y en distintos paises, en especial en Alemania e lItalia,
destaca el interés por la aplicacidén terapéutica de la magnetoterapia. (Gofi &
Garcia, 2006)

a) El Campo Magnético Terrestre
Todos los seres vivos se encuentran bajo el influjo del campo magnético terrestre.
Este campo, a lo largo de la historia geologica de la tierra, ha sufrido notables
modificaciones, tanto en direccién como en intensidad. En la actualidad, y aunque
su intensidad varia segun diversos factores, en especial la latitud, se considera

que su intensidad promedio es de 0.4-0.5 gauss. (Gofi & Garcia, 2006)

Muchos seres vivos presentan sensibilidad al campo magnético terrestre (ciertas
bacterias, palomas mensajeras, delfines, etc.), algunas personas tienen también

una sensibilidad especial en este sentido. (Gofi & Garcia, 2006)

La prueba definitiva de la importancia del campo magnético, en determinadas
funciones fisioldgicas, la ha proporcionado el examen médico de astronautas que
han permanecido algun tiempo en estaciones espaciales: se les ha detectado la
existencia de un discreto grado de osteoporosis, solo atribuible a la permanencia
temporal en un medio con ausencia de campo magnético. Esta alteracién, que se
recupera con la vuelta a la superficie terrestre, ha mostrado la importancia de los
campos magnéticos para el mantenimiento de una correcta osificacién o para el

tratamiento de la osteoporosis. (Goni & Garcia, 2006)

b) Biofisica del Campo Magnético
El campo magnético se establece entre un polo norte y un polo sur. La intensidad

del campo magnético (H) se mide en gauss. (Del Moral & Azanza, 1992)

El campo magnético no afecta por igual las diferentes sustancias, por ello se

denomina induccidon magnética (B); la relacion entre ambas magnitudes es: B =
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MH, en donde p es una constante denominada permeabilidad magnética, que
depende de las caracteristicas del medio. En relacion a la induccién magnética, se

distinguen tres tipos de sustancias:

e Diamagnéticas: que son repelidas por los campos
magneéticos (tienen permeabilidad magnética negativa),
como el bismuto, el cobre, el antimonio.

e Paramagnéticas: que son atraidas por los campos
magneéticos con una intensidad de magnitud semejante a
la intensidad de dicho campo (permeabilidad magnética
igual a 1)

e Ferromagnéticas: que son atraidas con gran intensidad por
los campos magnéticos. La mas importante es el hierro vy,
en menor proporcién, el niquel y el cobalto. (Del Moral &
Azanza, 1992)

Es importante saber que el organismo humano, en su conjunto, se comporta ante
los campos magnéticos como paramagnético, es decir, que su induccién
magnética es practicamente igual, numéricamente, a la intensidad del campo
magnético. No obstante, en el organismo humano hay ciertas localizaciones de
comportamiento diamagnético (membranas celulares), y otras de comportamiento
ferromagnético (hierro contenido en la hemoglobina y en ciertas enzimas y

pigmentos). (Del Moral & Azanza, 1992)

c) Efectos Biolbgicos
La eficacia del efecto terapéutico de los campos magnéticos, planteo la posibilidad
de utilizar estos en bajas frecuencias, ya que al contrario de la alta frecuencia, el
campo magnético es mucho mas intenso que el eléctrico. En la actualidad, la
frecuencia empleada en la produccion de campos magnéticos terapéuticos es de 1
a 100 Hz. (Cedillo Urban, 2012)
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Los campos magnéticos producen efectos bioquimicos, celulares, tisulares vy
sistémicos. En el ambito bioquimico, encontramos los siguientes efectos

fundamentales:

e Desviacidon de las particulas con carga eléctrica en
movimiento.

e Produccion de corrientes inducidas, intra y extra-celulares.

e Efecto piezoeléctrico sobre hueso y colageno.

e Aumento de la solubilidad de distintas sustancias en agua.

En el ambito celular, los efectos indicados en el ambito bioquimico determinan los

siguientes:

e Estimulo general del metabolismo celular.

e Normalizacion del potencial de membrana alterado.

Por una parte, las corrientes producidas por el campo magnético producen un
estimulo directo del tropismo celular, que se manifiesta por el estimulo en la
sintesis del ATP, del AMPc y del ADN, favoreciendo la multiplicacion celular, y en
la sintesis proteica y de la produccion de prostaglandinas (efecto antinflamatorio).
(Cedillo Urban, 2012)

La bomba sodio potasio ATPasa es un complejo enzimatico ubicado en la
membrana celular, el cual convierte la energia quimica del ATP para ayudar al
traslado de los iones a través de una gradiente electroquimica. Ademas, su rol
fundamental es mantener altas concentraciones de potasio intracelular y bajas de
sodio. Esta bomba mantiene el gradiente de sodio entre los compartimientos extra
e intracelulares en varios tejidos influyendo en el volumen celular. (Al-Shameri,
2012)

Por otra parte, hay un estimulo del flujo i6nico a través de la membrana celular, en
especial de los iones Ca®*, Na* y K*. Esta accién tiene gran importancia, cuando el
potencial de membrana esta alterado. Las cifras normales del potencial de
membrana se situan entre -60 y -90 mV. Este potencial se mantiene mediante un
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mecanismo activo, en el que es fundamental la expulsién al exterior de la célula
del ion Na+, que penetra en ella espontaneamente (bomba de sodio). (Cedillo
Urban, 2012)

El proceso de mantenimiento de las concentraciones de iones Na+ y K+ ha sido
denominado como un “ciclo futil” que consiste en el transporte ciclico de iones
sodios donde la energia residual (liberada en forma de calor) ocurre en todas las
células del organismo jugando un rol significante en la termogénesis y la

regulacion del balance energético. (Al-Shameri, 2012)

En circunstancias patolégicas, la bomba de sodio no actua y el ion sodio queda
intracelular, con retencién de agua (edema celular). En esta situacion, los campos
magnéticos pueden normalizar el potencial de membrana alterado. Tanto por el
efecto de las corrientes inducidas intracelularmente, como por el efecto directo de
los campos magnéticos sobre los iones sodio, éstos se movilizan hacia el exterior
y restablecen la normalidad del potencial de membrana, por lo que reducen el
edema celular, que es uno de los primeros estadios de la inflamaciéon a escala

celular, tisular y de 6rganos. (Cedillo Urban, 2012)

d) Aplicacion del campo magnético en la Medicina

Los efectos biolégicos se pueden clasificar basicamente en dos grupos:

(1) Efecto de magnetizacion:
Es el efecto primario responsable de la orientacion de moléculas y de atomos

dipolares. El efecto de magnetizacién comprende las siguientes acciones:

e Modificacion de la permeabilidad celular: Se ha
demostrado que los campos magnéticos son capaces de
modificar la distribucion de iones a ambos lados de la
membrana plasmatica. (Borrego, Torrico, & Castilla, 2003)

e Estabilizacion de la bomba Na*/K": La funcion de la bomba
sodio potasio es impedir el edema intracelular, el cual
apareceria en el caso de que no existiera el suficiente

aporte energético para su mantenimiento. Los campos
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magnéticos apoyan la accion de la ATPasa y de la de
Na*/K* oxidasa, consiguiendo asi un mejor funcionamiento
y estabilizacion de la bomba. (Borrego, Torrico, & Castilla,
2003)

Estimulacion de la reproduccién celular: La mayoria de los
trabajos revisados hablan a favor de un incremento de la
sintesis del DNA, ATP y del AMPc, favoreciendo de esta
manera la reproduccion o multiplicacion celular, la sintesis
proteica y la modulacion de produccion de

prostaglandinas. (Borrego, Torrico, & Castilla, 2003)

(2) Efecto piezoeléctrico:

Es, por definicién, la propiedad de ciertos cuerpos de sufrir algunas deformaciones

mecanicas, ya sea por:

Efecto directo: polarizacion eléctrica de la masa de un
cuerpo o creacion de cargas eléctricas en su superficie
cuando se le somete a fuerzas mecanicas.

Efecto inverso: la deformaciéon de un cuerpo cuando se le
somete a un campo eléctrico. El efecto piezoeléctrico es
propio de las estructuras como proteicas, sobre todo a
nivel 6seo, y es debido a la relacion directa entre
vibraciones y oscilaciones eléctricas y elasticas. (Fustel,
2012)

Ademas, se han empezado a estudiar los efectos del campo magnético sobre los

microorganismos, principalmente para incrementar la vida de anaquel de los

alimentos o el desarrollo de mejores cepas para incrementar el rendimiento en la

produccion de distintos grupos alimenticios (cerveza, productos lacteos, etc.).

Algunos ejemplos de estos estudios incipientes son:

La combinacion de nisina (conservador) y el campo

magnético aplicado a una poblacion de células vegetativas
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de B. cereus, resultd en un aumento en la eliminacion de
1.8 unidades logaritmicas en comparacién al grupo control,
indicandose una sinergia.

Los tratamientos combinados de campo magnético y el
agente mutagénico N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina
(NTG) para la obtencion de mutantes superiores para la
produccion de etanol de  Saccharomyces  sp.,
incrementaron el efecto letal y la tasa de mutacién
auxotropica del NTG, incrementaron la probabilidad de
obtener cepas superiores de la levadura para la
produccion de etanol a partir de tapioca vy, finalmente,
produjo un numero mayor de clonas superiores.

El campo magnético puede inhibir el crecimiento de
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, y éste
efecto es dependiente de la amplitud y frecuencia del
campo generado, ademas se demostro una sinergia al ser

evaluado un tratamiento con cloranfenicol. (Kostoff, 2013)
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1. Justificacion

El presente trabajo tiene la finalidad de proponer un procedimiento terapéutico
alternativo o complementario al tratamiento de la candidiasis superficial basandose
en el efecto inhibitorio in vitro de la exposicién al campo magnético de baja
frecuencia evitando asi la aparicion de efectos secundarios provocados por la
administracién de antimicéticos de tipo azodlico (fluconazol, ketoconazol,
clotrimazol, itraconazol) o de tipo poliénico (anfotericina B, nistatina), ya que
pueden provocar en el paciente diversos efectos adversos tales como irritaciéon

gastrica, nauseas, vomito, dolor abdominal, por mencionar algunos. (Muthu, 2012)
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IV. Hipotesis
Si el campo magnético de baja frecuencia ejerce una accién inhibitoria sobre

C. albicans, entonces se observara dafio estructural en dichas células, por lo tanto

el numero de células viables disminuira.
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V. Objetivos

1. Objetivo general:

Estudiar in vitro el efecto del campo magnético de baja frecuencia sobre C.

albicans mediante la realizacion de las técnicas de conteo de células viables vy

tincion negativa para microscopia electronica para determinar el porcentaje de

inhibicion del microorganismo y el tipo de dafio que le ocasiona dicho campo

magnético.

2. Objetivos particulares:

Determinar de forma cuantitativa la disminucién de la
viabilidad celular causada por el efecto del campo
magnético de baja frecuencia sobre C. albicans, mediante
la técnica de conteo de células viables.

Evaluar el efecto del campo magnético de baja frecuencia
sobre las células de C. albicans mediante el uso de
microscopia electrénica para conocer los componentes
celulares danados por la exposicion a dicho campo

magnético.
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VL.

Materiales

1.

Equipo

Equipo de campo magnético de baja frecuencia
perteneciente al “Laboratorio de dinamica no lineal de
series de tiempo electrofisiologicas”

Microscopio 6ptico de campo claro LEICA

Estufa bacterioldgica marca RIOSSA

Microscopio electrénico de transmision

Material biolégico.

Cepa de Candida albicans ATCC 10231 Culti-loop® (Oxoid
Laboratories) cerrado y viable, donado por el laboratorio 10
de la unidad de Posgrado de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan Campo 1 de la Universidad Nacional
Auténoma de México

Suero fetal bovino Biowest®

Medios de cultivo

Agar Sabouraud Dextrosa MCD Lab®

Agar BiGGY Merck®

Medio cromogenico para Candida MCD Lab®
Agar Corn Meal Oxoid®

Otros

Tubo con solucién salina fisiolégica
Tren de colorantes para tinciéon de Gram

Tubo 0.5 de la escala de McFarland
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VIl. Metodologia

1. Identificacion de C. albicans
Debido a que se trabajo con una cepa de referencia, unicamente se realizaron
pruebas basicas de identificacion para corroborar la identidad de la levadura y

eliminar cualquier presencia de contaminantes microbianos.

(1) Siembra en SDA
a) A partir del liofilizado contenido en el Culti-loop, sembrar por

dilucién americana en agar SDA.

b) Incubar a 37 °C durante 48 horas y observar la morfologia

colonial.

(2) Tincion de gram.
Para la realizacion de esta tincion se realiza la siguiente técnica. (Lopez Martinez,

2012)
a) Procedimiento
o Preparar un frotis y fijarlo con calor

o Cubrir con cristal violeta durante 1 minuto y

después lavar ligeramente con agua corriente

o Cubrir con Lugol durante 1 minuto y lavar con

agua corriente

o Decolorar con una cantidad de 10 a 20 gotas
de una solucién de alcohol-acetona al 50% y

lavar con agua corriente

o Cubrir con safranina durante 30 segundos y
lavar ligeramente con agua corriente, dejar

secar y observar
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o Las estructuras fungicas se observan de color

azul violeta.

(3) Produccién de clamidosporas.

a) A partir de un cultivo joven en SDA (48 hrs a 37 °C), tomar

b)

una asada.

Sembrar con el asa en “L”, rasgando ligeramente la

superficie del agar corn-meal.

Colocar sobre la rasgadura 1 cubreobjetos (previamente

esterilizado) e incubar 72 hrs a 37 °C.

Una vez trascurrido el tiempo de incubacién, con ayuda de
pinzas, tomar el cubreobjetos del medio y colocarlo sobre un

portaobjetos nuevo con una gota de azul de algodon.
Observar con el objetivo de 40x y buscar las clamidosporas.

(4) Produccién de tubo germinativo

a) A partir de un cultivo joven en SDA (48 hrs a 37 °C), tomar

d)

a)

una asada y transferirla a 500 uL de suero fetal bovino
Incubar 2 hrs a 37 °C

Una vez transcurrido el tiempo, tomar, con ayuda de una
pipeta pasteur estéril, una fraccion del liquido y colocar 2

gotas sobre un portaobjetos limpio y seco.

Observar al microscopio 6ptico con el objetivo de 40x y

buscar las pseudohifas.

(5) Siembra en agar BiGGY
A partir de un cultivo joven en SDA (48 hrs a 37 °C),

sembrar por dilucion americana en agar BiGGY.
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b)

b)

f)

Incubar a 37 °C durante 48 horas y observar la morfologia

colonial.

(6) Siembra en CHROMagar Candida
A partir de un cultivo joven en SDA (48 hrs a 37 °C),

sembrar por dilucion americana en CHROMagar Candida

Incubar a 37 °C durante 48 horas y observar la morfologia

colonial.

(7) Exposicién al campo magnético de baja
frecuencia
A partir de un cultivo joven en SDA (48 hrs a 37 °C),
preparar una suspension celular ajustado al tubo 0.5 de la
escala de McFarland, para obtener una concentracion
celular de 1x10® UFC/mL- 5x10° UFC/mL.

Realizar diluciones decimales (1:10) hasta obtener una
concentracién de 1x10° UFC/mL a 5x10° UFC/mL y un

volumen final de 5 mL.

Transferir 0.1 ml de la dilucion del punto anterior a una placa
de SDA y realizar un sembrado masivo con ayuda de un asa

bacteriologica.

Repetir el inciso “c” cinco veces para cada intervalo de
tiempo trabajado asi como para el control (30 segundos, 1

minuto, 2 minutos, 4 minutos, 8 minutos y 10 minutos).

Exponer las placas al campo magnético de baja frecuencia

durante los diferentes intervalos de tiempo.

Incubar las placas expuestas y el control a 37 °C durante 24
horas para poder realizar el conteo correcto de las colonias
que crecieron sobre la placa de agar.
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9)

h)

Realizar la cuenta de células viables al cabo de 24 hrs y
obtener el promedio para cada uno de los tiempos

trabajados y para el control.

Obtener el porcentaje de viabilidad de acuerdo al siguiente

calculo

% de viabilidad = (UFCexp ~ UFCront) X 100

a)

d)

. Donde:

o UFCex: promedio del conteo de las 5 placas

expuestas a un tiempo determinado

o UFCeont: promedio del conteo de las 5 placas

control

Realizar el grafico colocando en el eje X los tiempos de

exposicion y en el eje Y él % de viabilidad.

(8) Preparacion de muestra para microscopia
electrénica.
A partir de un cultivo joven en SDA (48 hrs a 37 °C), tomar
con ayuda de un asa bacteriolégica de 2 a 3 colonias de
levadura y disolverlas en un tubo que contenga solucion

salina fisiolégica (NaCl al 0.9%)

Repetir el punto anterior para cada uno de los tiempos
trabajados (30 segundos, 1 minuto, 2 minutos, 4 minutos, 8

minutos y 10 minutos) y para el control.
Exponer los tubos al campo magnético de baja frecuencia.

Centrifugar a 1500 RPM durante 5 minutos para obtener un

pellet.
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e) Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en fijador

de Karnosky y dejar reposar 1 hora.

f) Centrifugar nuevamente a 1500 RPM durante 5 minutos

para la obtencion del pellet y eliminar el sobrenadante

g) Resuspender el pellet en solucion salina fisioldgica. Esta
muestra sera tratada para realizar la técnica de tincion
negativa por la M. En C. Sofia Gonzalez Gallardo y ser

observada al microscopio electrénico de transmision.

h) Fotografiar los hallazgos
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VIlIl. Resultados

A. Identificacion de C. albicans

Fig. 8 Tincion de gram de C. albicans ATCC 10231(100x), donde se puede observar una
morfologia celular uniforme (células ovaladas) y células en gemacioén. Imagen tomada en el
Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado, FESC Campo 1 UNAM

49



Fig. 9 Produccién de clamidosporas de C. albicans ATCC 10231 en agar Corn-meal (40x). Imagen
tomada en el Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado, FESC Campo 1 UNAM
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Fig. 10 Produccion de tubo germinativo por C. albicans ATCC 10231a las 2 horas (40x). Se
visualizan las pseudohifas elongandose a partir de la célula levaduriforme. Imagen tomada en el
Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado, FESC Campo 1 UNAM

Fig. 11 Crecimiento de C. albicans ATCC 10231 en SDA incubado a 24 hrs a 37 °C. Imagen
tomada en el Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado, FESC Campo 1 UNAM
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Fig. 12 Crecimiento de C. albicans ATCC 10231 en agar BiGGY incubado a 24 hrs a 37 °C.
Imagen tomada en el Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado, FESC Campo 1
UNAM

Fig. 13 Crecimiento de C. albicans ATCC 10231 en CHROMagar Candida® incubado a 24 hrs a 37
°C. Imagen tomada en el Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado, FESC Campo 1
UNAM
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B. Exposicion al campo magnético de baja frecuencia

Fig. 14 Exposicién de la placa de SDA sembrada con C. albicans ATCC 10231 al campo
magnético de baja frecuencia. Imagen tomada en el Laboratorio de Dinamica No Lineal, L-5 FESC
Campo 1 UNAM
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(1)  Observacion de las muestras preparadas para microscopia electrénica de
transmision (tincion negativa)

a) CONTROL

Fig. 15 a) Microscopia electronica de transmisién tefida negativamente para la levadura C.
albicans ATCC 10231 sin exposicidon al campo magnético de baja frecuencia (10000x); se observa
la pared celular con borde integro. Imagen tomada en el Laboratorio de Microscopia, FESC Campo
1 UNAM. b) Microscopia electrénica de transmisién de un corte transversal de C. albicans ATCC

10231 (10000x), utilizada de referencia para la observacion de la estructura de la pared celular.
(Schneiter, 2004)
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b) 30 SEGUNDOS DE EXPOSICION

Fig. 16 C. albicans ATCC 10231 después de 30 segundos de exposiciéon al campo magnético de
baja frecuencia; a) se notd la aparicion de deformidades en la estructura celular con respecto al
control (4000x); b) se observd la fuga de componentes celulares por uno de los polos de la
levadura (4000x); ¢) Se pudo apreciar acumulaciones celulares y la presencia de distintos tipos de
deformidades (4000x); d) Acercamiento a las deformidades en la estructura celular (10000x).

Imagenes tomadas en el Laboratorio de Microscopia, FESC Campo 1 UNAM
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c) 1 MINUTO DE EXPOSICION

Fig. 17 C. albicans ATCC 10231 después de 1 minuto de exposicién al campo magnético de baja
frecuencia; a) Levaduras en gemacion con liberacion de material intracelular (4000x); b)
levadura lisada (4000x). Imagenes tomadas en el Laboratorio de Microscopia, FESC Campo 1
UNAM
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d) 2 MINUTOS DE EXPOSICION

Fig. 18 C. albicans ATCC 10231 después de 2 minutos de exposicidon al campo magnético de baja
frecuencia; a), b) y ¢) levaduras en distintas etapas de crecimiento sin efecto aparente del campo

magnético (4000x). Imagenes tomadas en el Laboratorio de Microscopia, FESC Campo 1 UNAM
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e) 4 MINUTOS DE EXPOSICION

Fig. 19 C. albicans ATCC 10231 después de 4 minutos de exposicion al campo magnético de baja
frecuencia; a), b) y ¢) levaduras adaptadas al efecto del campo magnético, se observaron ligeras
deformidades en la superficie celular y se encontraron células gemantes sin liberacién de material

intracelular (4000x). Imagenes tomadas en el Laboratorio de Microscopia, FESC Campo 1 UNAM
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f) 8 MINUTOS DE EXPOSICION

Fig. 20 C. albicans ATCC 10231 después de 8 minutos de exposicidon al campo magnético de baja
frecuencia; a) y c) se notaron conjuntos de levaduras sin alteraciones producidas por el campo
magnético (4000x); b) levadura aislada sin presentar deformaciones (4000x). Imagenes tomadas

en el Laboratorio de Microscopia, FESC Campo 1 UNAM
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g) 10 MINUTOS DE EXPOSICION

Fig. 21 C. albicans ATCC 10231 después de 10 minutos de exposicion al campo magnético de
baja frecuencia; a), b) y c) levaduras adaptadas totalmente al efecto del campo magnético,
observandose mayor proliferacion celular con respecto a los tiempos anteriores (4000x). Imagenes

tomadas en el Laboratorio de Microscopia, FESC Campo 1 UNAM
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Tiempo de exposicion

30 seg
1 min
2 min
4 min
8 min

10 min

Tabla No.1 Determinacion cualitativa del dafio celular de C. albicans ATCC 10231 a distintos

tiempos de exposicion al campo magnético de baja frecuencia.

Tiempo
30 segundos
1 minuto
2 minutos
4 minutos
8 minutos

10 minutos

% Células viables Desviacion estandar

82.78
91.94
95.23
99.65
101.37
108.17

Dano celular

Si
Si
No
Si
No
No

2.41
2.57
2.31
2.46
2.1
2.38

Tabla No.2 Porcentaje de células viables de C. albicans ATCC 10231 al ser expuestas al campo

magnético de baja frecuencia.
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Grafica No. 1 Porcentaje de células viables de C. albicans ATCC 10231 al ser expuestas al

campo magnético. Se observo que el tiempo en el cual se logra el menor porcentaje de viabilidad

es a los 30 segundos de exposicion.
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IX. Discusion

En el presente trabajo se evaluo el efecto del campo magnético de baja frecuencia
sobre la viabilidad de C. albicans ATCC 10231 y los posibles efectos que éste
tiene sobre la morfologia celular de la fase levaduriforme, para asi explicar parte
del modo de accion de éste sobre los microorganismos eucariontes. En estudios
anteriores, se ha evaluado el efecto que poseen los campos magnéticos sobre los
microorganismos, utilizando distintos modelos para la comprension de dicho
efecto; Kostoff ( 2013) estudié la interaccidn entre la actividad microbicida de
antibidticos al ser empleados en conjunto con el campo magnético; Fojt, et al
(2004) midieron la dinamica de crecimiento de un grupo de bacterias y la
dependencia de las UFC con respecto al tiempo de exposicion al campo
magnético y a la magnitud de éste; Mittenzwey (1996) estudio la sintesis in vivo de
proteinas en bacterias expuestas al campo magnetico, asi como sus efectos en la
produccion de bioluminisencia y en los tipos de proteinas que eran liberadas al
medio por dichas bacterias. Aunque estos estudios han ayudado a la comprension
de los efectos que tiene el campo magnético sobre las bacterias, existe muy poca
evidencia cientifica sobre microorganismos superiores, tales como los hongos,
levaduriformes o filamentosos, dado que éstos presentan una complejidad
estructural y biologica superior, y dichos estudios se han centrado principalmente
en la levadura Saccharomyces cerevisiae; Novak (2007) experimentd con las
dinamicas de crecimiento de S. cerevisiae dependientes del tiempo de exposicion
y de la intensidad al campo magnético, lwasaka, et al (2004) trabajé con el efecto
del campo magnético fuerte sobre la proliferacion y distribucion de S. cereivisiae.
Aunque existen mas trabajos sobre los efectos del campo magnético en las
levaduras, no hay mucha evidencia cientifica sobre el efecto de éste sobre
C.albicans, por lo que los hallazgos presentados en este trabajo ayudan a la

comprension de éste tema.

En la figura 14 se puede observar la fase levaduriforme de C. albicans que
corresponde al grupo control, observandose una morfologia bien definida, ovalada,
sin gemas. Esta imagen se comparé con una fotografia tomada de una
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microscopia electronica de transmision de un corte transversal de C. albicans
ATCC 10231 realizado por Schneiter (2004), observandose semejanzas en la

estructura e integridad de la pared celular.

El primer tiempo de exposicion al efecto del campo magnético fue de 30
segundos, apreciandose los efectos de éste en la figura 15. A éste tiempo se
observa un dafio en la estructura de C. albicans, ya que se presento lisis celular,
salida de componentes intracelulares y deformidades en la estructura celular. La
magnitud del efecto del dafo se ve reflejada en la grafica No. 1, ya que a éste
intervalo de tiempo se obtuvo el menor porcentaje de viabilidad del
microorganismo, 82.78%. A pesar de que no se ha aceptado ninguna hipoétesis del
mecanismo de accion del campo magnético de baja frecuencia, existen tres

principales teorias que pretenden explicar su efecto en los sistemas bioldgicos:

a) Teoria de la membrana: las membranas plasmaticas de las
células estan compuestas de moléculas anisétropas
diamagnéticas, que en presencia del campo magnético van
a rotar y, finalmente van a alcanzar una orientacion al
equilibrio, representando el estado de minima energia libre.
La rotacion molecular dentro de la matriz membranal va a
influenciar a los canales iénicos embebidos vy, por lo tanto,

afectar la movilidad idnica.

b) Mecanismo de interferencia ionica: los campos magnéticos
afectan el estado de unién de los complejos proteina-ion,
por lo que el equilibrio:
Proteina(...) + Ca?** & Proteina(Ca®*) se ve alterado. Y
ésta teoria sostiene que los campos magnéticos no causan
ninguna transicién cuantica, sino que es solo un efecto de
interferencia de los estados cuanticos del ion dentro de la
proteina.
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c) Teoria de los radicales libres: los radicales libres de oxigeno
son producidos en las soluciones acuosas cuando éstas se
exponen al campo magnético. Estos radicales libres
incluyen HO,, Oy, 'OH, H,0,, etc. Todos éstos radicales
son altamente reactivos y pueden causar grandes dafos a

las células de un organismo vivo. (Wenjin, 2009)

De acuerdo al trabajo presentado por Wenijin, (2009), los fendmenos observados
en el presente trabajo sugieren que el efecto del campo magnético de baja
frecuencia en C. albicans pueden ser explicados mediante una combinacion de las
3 teorias anteriores, debido a que se observé la salida de componentes celulares
provocado por la lisis, posiblemente dado por la accion de los radicales libres, y la
aparicion de deformidades en la pared celular, explicado principalmente por la
teoria de la membrana (alteracién en la actividad de los canales i6nicos) y en
menor medida por el mecanismo de interferencia idnica, ya que pudo presentarse
la deformacion de proteinas estructurales de la pared celular por acciéon del

campo.

Por otro lado, al exponer la levadura al campo magnético durante 1 minuto, se
observo lisis celular asi como la liberacién de componentes intracelulares, aunque
sin la misma intensidad con la que se manifestd a los 30 segundos de exposicion,
ademas, se pudieron apreciar campos en los cuales habia células gemantes,
hecho que indica el esfuerzo de la levadura por adaptarse a la exposicion, éste
hecho se confirma con el porcentaje de viabilidad celular, el cual aumentd con
respecto a los 30 segundos de 82.78% a 91.94%, como se puede consultar en la

grafica No. 1.

En cuanto al tiempo de exposicidon de 2 minutos, se puede apreciar una notable
disminucién en la intensidad del dafio, ya que en ésta exposicion no se
encontraron células lisadas ni con alteraciones estructurales, unicamente se not6
una ligera elongacién y la aparicion de pequefas protuberancias en uno de los
polos de la célula; al consultar la literatura para definir la naturaleza de éstas

protuberancias, se encontré que son alteraciones en la membrana celular, (Tyagi
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& Malik, 2010) Otro de hecho notable de la observacién al microscopio de ésta
exposicion fue la aparicion de células gemantes y la curiosa agrupacion en pares
de las levaduras, lo que nos indica una mejor adaptacion de la levadura ya que,
como en el caso anterior, el porcentaje de viabilidad tiene tendencia a aumentar y
en ésta ocasion, hubo un incremento de 91.94% (1 minuto de exposicion) a

95.23% (2 minutos de exposicion).

Para el caso de los 4 minutos de exposicion al efecto del campo magnético de
baja frecuencia, continua notandose la adaptacién de la levadura al medio, ya que
aunque hay células elongadas, éstas no han perdido la capacidad de reproducirse,
ademas de que continuan agrupandose en pares, indicando que éste
comportamiento puede ser un mecanismo de defensa celular para la mitigacion
del efecto del campo. El porcentaje de viabilidad continia a la alza, ésta vez
aumentando del 95.23% (2 minutos de exposicion) al 99.65%, muy cercano al
100% de viabilidad del grupo control, lo que sefala una total adaptacién al efecto

del campo magnético.

La exposicion durante 8 minutos al efecto del campo magnético fue una de las
mas interesantes de las expuestas en el presente trabajo, ya que se observaron
fendmenos muy peculiares de comportamiento y adaptacion del hongo, ya que se
apreciaron levaduras aisladas con una morfologia muy parecida a la que presento
el microorganismo control, ademas de que aparecieron cumulos de células en la
mayoria de los campos, con un mayor numero de integrantes y en un estadio de
crecimiento avanzado. Con respecto al porcentaje de viabilidad, continia la
tendencia en aumento del 99.65% (4 minutos) a 101.37%. A partir de éste tiempo,
la exposicion al campo magnético no es recomendada, ya que la levadura se
adapté totalmente al medio y es posible que se module positivamente alguna de
las teorias de explicacion del campo magnetico, como una mayor velocidad de
transporte intracelular, la apertura de mas canales idnicos o una mayor velocidad

de las reacciones enzimaticas cataliticas.

Para finalizar, los 10 minutos de exposicidon continuaron con la tendencia de

fendmenos observados en el tiempo anterior, ya que se observaron levaduras con
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morfologias similares a las del control, sin deformaciones aparentes y agrupadas
en comunidades con un mayor numero de miembros con respecto a los grupos
anteriores. Es de particular interés notar la capacidad que posee C. albicans para
adaptarse al medio, ya que no solo logréo sobreponerse al dafo causado
inicialmente por el efecto del campo magnético, sino que pudo utilizarlo para su
beneficio y consiguié un porcentaje de viabilidad celular del 108.17%, confirmando

finalmente la tendencia que vino presentandose a lo largo del experimento.

Los resultados obtenidos en éste trabajo contrastan de manera muy significativa
con los obtenidos en los estudios realizados a bacterias (Fojt, Strasak, Vetterl, &
Smarda, 2004) (Mittenzwey, 1996) (Rodriguez, 2006), ya que en éste grupo de
microorganismos, la viabilidad celular disminuye gradualmente conforme se
aumenta el tiempo de exposicion o la intensidad del campo magnético, debido a
que no poseen un mecanismo efectivo para controlar la formacion de radicales
libres de oxigeno, lo que causa su acumulacion intracelular y, posteriormente su
lisis (Wenijin, 2009).

Al ser comparados los resultados obtenidos con los estudios realizados en
levaduras por Novak en 2007, se observa que la disminucién de la viabilidad
celular ocurre en menor grado, ademas de que el efecto es mas dependiente de la
intensidad del campo magnético utilizado, que del tiempo de exposicion,
obteniéndose menor viabilidad celular de S. cerevisiae al exponerse a una
intensidad mayor de campo (Novak, 2007); la principal diferencia radica en que los
resultados obtenidos en éste trabajo tienen una tendencia a aumentar la viabilidad
celular de C. albicans. Ademas del tipo de microorganismo utilizado para la
realizacion de estos experimentos, una de las posibles explicaciones para los
fendmenos observados puede ser la diferencia de forma entre S. cerevisiae y C.
albicans, ya que entre mas alargada sea la célula, se puede observar un mayor
efecto inhibitorio del campo magnético (Novak, 2007); otra explicacion puede ser
que el campo magnético (o la corriente inducida por el campo magnético) mata a
una parte de las levaduras (quiza las mas sensibles a los campos externos) y el

resto de ellas continuan creciendo normalmente. Los resultados del experimento
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de Novak sustentan esta explicacion, ya que el punto mas bajo de viabilidad
celular que obtuvieron fue al menor tiempo de exposicién. Para confirmar lo antes
dicho, es necesaria la realizacion de experimentos mas complejos para saber si
hay una interaccion con los componentes intracelulares de las levaduras que

afecten el metabolismo o el ciclo celular.

68



X. Conclusiones

Se determind que el campo magnético de baja frecuencia posee poca actividad
inhibitoria frente a levaduras, siendo efectivo unicamente a tiempos cortos de
exposicion (30 segundos), ya que a éste tiempo se logré el menor porcentaje de
viabilidad celular, 82.78%.

De acuerdo a Wenjin et al se determina que el dafio a la estructura celular se
atribuye a una combinacién de las 3 hipodtesis propuestas sobre el mecanismo de
accion del campo magnético de baja frecuencia, siendo esto visible al realizarse la

observacion al microscopio electréonico con ayuda de la tincion negativa.

Se logré observar el dano a las células levaduriformes, determinandose que el
principal sitio de accion del campo magnético de baja frecuencia es a nivel de

pared celular.
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XI. Proyecciones

Se sugiere darle continuidad a éste proyecto utilizando otros tipos de
microorganismos, para verificar si el mecanismo de accién es el mismo 6 puede

afectar distintos componentes celulares.

El presente estudio puede complementarse con la realizacion de pruebas
inmunoldgicas que ayuden a determinar si existe una posible reorganizacion
antigénica de la pared celular del hongo que permita ser reconocida mas
facilmente por las células fagociticas del sistema inmunitario, para poder confirmar

la utilidad terapéutica del campo magnético de baja frecuencia.

Se recomienda realizar microscopia electronica de barrido para realizar la

cuantificacion del dafo a la pared celular de C. albicans.
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