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Resumen

La candidiasis es una enfermedad infecciosa causada por levaduras del género
Candida, la especie mas comunmente implicada es Candida albicans. Por lo
general, esta es una levadura comensal inofensiva que se encuentra comunmente
en los tractos gastrointestinales, respiratorios y genitourinarios. Sin embargo, puede
convertirse en un organismo patégeno en personas inmunodeprimidas o

inmunodeficientes.

Se descubri6 en 2016 la primera toxina peptidica asociada a un hongo, la
Candidalisina, que es secretada de las hifas de la forma patogénica de C.albicans.
Esta toxina origina la patogenicidad del hongo mediante la induccién de dafio
celular, afectando el desarrollo de una respuesta inmune a través de las células

epiteliales.

En el presente proyecto se purific6 una muestra de Candidalisina mediante un
sistema de expresion libre de células optimizado para su estudio posterior por RMN.
Se evalud la actividad del péptido resultante en un ensayo de dafio celular y se

comprar6 con Candidalisina silvestre.

Los resultados demuestran que el péptido p99p ocasiona un nivel de dafio celular
comparable al de Candidalisina silvestre, ademas de que la construccion permitié la
caracterizacion de la toxina por RMN, lo cual proporciona informacion importante
para continuar la investigacion de su estructura y dinamica, lo cual podria llevar al

desarrollo de intervenciones dirigidas para el tratamiento de la candidiasis.
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1. Introduccion

1.1 Infecciones causadas por hongos oportunistas.

Las infecciones fungicas son un problema de salud mundial; se estima que
mil millones de personas en el mundo tienen infecciones en piel, uiias y cabello
provocadas por hongos. M&s de 150 millones de personas tienen infecciones
fungicas graves que tienen un impacto significativo en sus vidas o pueden llegar a
ser mortales (Bongomin et al., 2017). La frecuencia global de las enfermedades
fungicas est4 en aumento debido a varios factores, el principal consta en que el
ndmero de pacientes en riesgo de contraer estas infecciones incrementa cada afio,
incluidas las personas que viven con el virus de la inmunodeficiencia humana, los
receptores de trasplantes, los pacientes con cancer, los pacientes que reciben
inmunomoduladores, neonatos prematuros y ancianos. Otros factores son el
aumento Yy la frecuencia de los viajes y de los cambios de clima, ya que provocan
cambios en la distribucion geogréfica de los hongos (Vallabhaneni et al., 2016).

Las infecciones fangicas son causadas principalmente por hongos oportunistas que
aprovechan un sistema inmune debilitado local o sistémicamente para proliferar en
el huésped humano y causar enfermedades (Pfaller & Diekema, 2004). Los
patégenos fungicos oportunistas incluyen organismos "comensales" como Candida
albicans (C. albicans) y otras especies del género Candida que son levaduras que
colonizan diferentes ubicaciones corporales en huéspedes sanos (d’Enfert, 2009).
Las levaduras oportunistas normalmente se encuentran en una relacién de tipo
comensal con el huésped, ya que de esta forma pueden obtener beneficios
nutricionales sin causar posibles afectaciones a los humanos (Hall & Noverr, 2017).
Los microorganismos oportunistas pueden surgir tanto de organismos comensales
o de microorganismos adquiridos del medio ambiente (Brown et al., 2012). Muchos
microorganismos que se encuentran en el ambiente pueden ser patégenos para
individuos inmunocomprometidos, incluidos hongos de la especie Aspergillus spp,

Candida spp, Cryptococcus o Fusarium spp (Pfaller & Diekema, 2004).
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En el mundo, las cuatro "grandes" infecciones de levaduras oportunistas son la
criptococosis, la tricosporonosis, la geotricosis y la candidiasis, siendo esta ultima
la mas comun (Vazquez-Gonzélez et al., 2013).

1.1.1 Candidiasis

Las candidiasis incluyen a infecciones cutaneas, de mucosas y en o6rganos
profundos causadas por levaduras del género Candida spp que pueden presentarse
a cualquier edad y generalmente ocurren en individuos con factores de riesgo de
infeccion que son facilmente identificables (Pappas et al., 2018). Las infecciones por
Candida representan el 80% de todas las infecciones por hongos en el entorno
hospitalario, incluidas las infecciones del torrente sanguineo, del tracto urinario y del
sitio quirargico. Las infecciones del torrente sanguineo son ahora un desafio
importante para los hospitales terciarios en todo el mundo debido a sus altas tasas

de prevalencia y mortalidad (Colombo et al., 2013).

Una proporcion considerable de individuos sanos presenta una detectable
colonizacion de Candida en la piel y las mucosas oral, gastrointestinal y
genitourinaria, pero muy pocos manifiestan candidiasis. Se reporta la presencia de
levaduras de Candida en el 25% al 75% de la poblacion sana con ausencia de

lesiones o signos de canididiasis (Marédi, 2014).

Durante el embarazo, debido a alteraciones en la respuesta inmune, flora
bacteriana, niveles de glucdogeno y valores de pH, aumenta la prevalencia de
Candida en la vagina (Masri et al., 2015). Los trabajadores de la salud comiunmente
presentan Candida en sus manos, en un estudio de Nueva York en unidades de
cuidados intensivos neonatales, un 29% de los trabajadores de la salud produjeron
cultivos de vigilancia positiva en una 0 mas ocasiones (Saiman et al., 2001;
Schwartz et al., 2018). Los neonatos nacidos de madres colonizadas o atendidos
por trabajadores de la salud colonizados tienen mayor probabilidad de adquirir
Candida. La transmision del hongo desde el nacimiento provoca que los
microorganismos del género Candida spp participen en la educacion temprana del
sistema inmune. El primer sitio de contacto con Candida por la mayoria de los recién

nacidos es mucocutaneo (Poulain, 2015; Rowen, 2003).
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1.1.1.1 Candidiasis mucocutanea

1.1.1.1.1 Candidiasis oral

La mucosa en la cavidad oral es el tejido mas susceptible a una enfermedad
sistémica adquirida. Miles de enfermedades pueden presentarse inicialmente en la
mucosa oral, ademas de que pueden surgir trastornos de la mucosa oral como
consecuencia de enfermedades sistémicas. EI mas notable de estos es la
candidiasis oral, la infeccién micotica mas comun de la cavidad oral en humanos (L.
Hu et al., 2019). Las levaduras de Candida son parte de la microbiota oral de
individuos sanos. Se estima que esta presente en 45-65% de infantes y en 30-55%
de adultos. La candidiasis oral se manifiesta como consecuencia de una variedad
de factores tanto locales como sistémicos (Millsop & Fazel, 2016). C. albicans es la
especie mas comunmente asociada con infecciones orales, representando mas del

90% de los aislados clinicos (Colombo et al., 2013).

Los pacientes con candidiasis oral pueden ser asintomaticos o tener una sensacion
de ardor o estomatodinia, también conocida como sindrome de la boca ardiente
(Giannini & Shetty, 2011). Las lesiones orales de la candidiasis se presentan en
varias formas clinicas y tienen apariencia diferente. En la Tabla 1, se muestra una
clasificacion de la candidiasis oral basada en términos clinicos realizada Holmstrup
y T. Axell en 1990 (Parihar, 2011; Singh et al., 2014).
Tabla 1. Clasificacién de la candidiasis oral. Se divide en tipos agudo y crénico y se subdivide de
acuerdo a sus distintas presentaciones clinicas (Singh et al., 2014)
Aguda Seudomembranoso
Eritematoso
Cronica Seudomembranoso
Eritematoso
Hiperplasico
Nodular
Apariencia de placa
Lesiones asociadas a Candida Quelitis angular
Estomatitis por dentadura postiza

Glositis romboide mediana
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La candidiasis oral mas frecuente es la forma pseudomembranosa. Este tipo de
infeccion generalmente se caracteriza por una pelicula blanca similar al requeson,
que clinicamente se puede limpiar para revelar una base eritematosa y que a veces
sangra (Figura 1) (Telles et al., 2017). Esta forma de candidiasis se observa con
mayor frecuencia en lactantes y pacientes inmunocomprometidos. También se
reconoce como la segunda infeccidn oportunista mas comun que define el Sindrome
de Inmuno-Deficiencia Adquirida después de la neumonia por Pneumocystis carinii
y resulta en una morbilidad significativa en términos de pérdida de peso, malestar y
calidad de vida reducida (Giannini & Shetty, 2011).

Figura 1. Crecimiento de C. albicans en candidiasis pseudomembranosa. A simple vista se
observa a el crecimiento de la levadura como una capa pseudomembranosa en la lengua del
paciente (Millsop & Fazel, 2016).

1.1.1.1.2 Candidiasis genital

A diferencia de los otros tipos de candidiasis, la candidiasis vulvovaginal (CVV) se
presenta en individuos inmunocompetentes. La vaginitis por Candida es la infeccién
recurrente mas frecuente del tracto genital en las mujeres. Se estima que el 75% de
todas las mujeres presentardn al menos un episodio CVV durante su vida, y
aproximadamente la mitad de éstas presentaran dos o mas episodios (Peters et al.,
2014). La candidiasis vulvovaginal recurrente (CVVR) sucede en un 78% de mujeres
gue experimentan un primer episodio de CVV. C. albicans es la principal especie de
Candida responsable de la CVV (75-90%) (Cauchie et al., 2017).

La CVV sintomatica se caracteriza por punzadas, ardor y dolor en la mucosa
vulvovaginal, a menudo acompafiada de secrecion vaginal blanca, espesa, grumosa
y no olorosa (Sobel, 2007). A diferencia del epitelio oral, el reclutamiento de

neutrdfilos en el sitio de la infeccion durante el CVV no da como resultado la
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eliminacién de hongos, sino que causa una exacerbacion aguda de los sintomas
(Richardson et al., 2019).

La balanitis es una afeccion muy comun que afecta al 11% de los hombres que
consultan por un problema genitourinario (Lisboa et al., 2009). Afecta de forma
especial a los hombres no circuncidados con un prepucio largo mal aseado
(Edwards, 1996). En los climas humedos, las balanitis son especialmente
frecuentes, incluso en los varones circuncidados (Chaine & Janier, 2006). Los
sintomas mas comunes son ardor, prurito y descarga subprepucial (Gabrielson et
al., 2019).

1.1.1.2 Candidiasis cutanea

Se estima que entre el 20 y el 25% de la poblacibn mundial esta afectada por
infecciones fangicas de la piel. Los hongos patégenos de la piel se pueden dividir
en dos clases: dermatofitos y levaduras, las especies de Candida pertenecen a este
altimo. Los sintomas comunes de las infecciones cutdneas por Candida incluyen
engrosamiento de la piel, hiperqueratosis y eritema (Kuhbacher et al., 2017). El
hongo que causa con mayor frecuencia la candidiasis cutdnea es C. albicans
(Havlickova et al., 2008). El hongo puede afectar a casi cualquier piel del cuerpo,
pero la mayoria de las veces ocurre en areas calidas y himedas, como los espacios
interdigitales (Bonifaz Truijillo, 2012) (Figura 2) .

Al

Figura 2. Diferentes tipos de Candidiasis cutanea. A. Intertriginosa. Involucra los espacios
interdigitales de las manos y los pies, el pliegue submamario, la region axilar, la inguinal, el ombligo,
la hendidura glutea y/o la piel perianal (Tomado de Bonifaz et al. 2012). B. Onicomicosis (paroniquia)
afecta las ufias de las manos en un 85%, se desencadena por un trauma y afecta a pacientes
diabéticos comunmente (Tomado de Bonifaz et al. 2012).
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1.1.1.3 Candidiasis mucocutanea cronica

Esta forma de candidiasis se presenta como una afectacién a largo plazo de la
mucosa, la piel y las ufias que no se logra erradicar con agentes antifingicos topicos
(Giannini & Shetty, 2011). Existen varios trastornos de inmunodeficiencia primaria
caracterizados por infecciones candidales persistentes y recurrentes de la
membrana mucosa, la piel y las ufias (Marodi, 2014). Los pacientes con transtornos
asociados a inmunidad deteriorada de IL-17 desarrollan candidiasis mucocutanea
cronica como uno de los principales fenotipos infecciosos junto con otras

manifestaciones clinicas (Okada et al., 2016).

1.1.1.4 Candidiasis invasiva

La candidiasis invasiva (Cl) es la enfermedad fuangica mas comun entre los
pacientes hospitalizados en el mundo desarrollado (Kullberg & Arendrup, 2015). Se
refiere a infecciones del torrente sanguineo con Candida spp (candidemia) y a
infecciones profundas como absceso intraabdominal, peritonitis (inflamacién del
peritoneo, el tejido que cubre la pared interna del abdomen y los 6rganos
abdominales) u osteomielitis (infeccion de los huesos). Es un trastorno con
innumerables manifestaciones clinicas que potencialmente afectan a cualquier
organo, ya que cada Candida sp posee sus propias caracteristicas Unicas en
relacion con el potencial invasivo, la virulencia y la susceptibilidad antifiungica
(Pappas et al., 2018). Aunque la lista de Candida spp que provocan Cl esta en
aumento, se ha demostrado claramente que solo cinco especies (C. albicans,
Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis y Candida krusei)
representan mas del 90% de los aislamientos. C. albicans sigue siendo la especie
aislada con mayor frecuencia en todo el mundo (se detecta en el 38-70% de los

casos en estudios poblacionales) (Guinea, 2014).

La Cl es una infeccién emergente estrechamente vinculada a los avances en la
tecnologia médica y es ampliamente reconocida como una causa importante de
morbilidad y mortalidad en el sector salud (McCarty & Pappas, 2016). De todas las
formas de ClI, la candidemia es la presentacion clinica mas frecuente que puede o

no estar asociada con una invasiéon de tejido profundo (Morgan et al., 2005).
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Tradicionalmente, los pacientes afectados con mayor frecuencia son los pacientes
criticos en las unidades de cuidados intensivos (UCI), los que se someten a cirugia
abdominal y pacientes neutropénicos. Las causas mas frecuentes son la
colonizacion por Candida de los catéteres permanentes, la translocacion del
intestino al torrente sanguineo, o fuga anastomaotica posterior a una laparotomia
(Antinori et al., 2016).

En los hospitales de atencion terciaria de todo el mundo, la infeccion por Candida
es la principal causa de infecciones nosocomiales del torrente sanguineo (Garbee
et al., 2017). Aproximadamente el 50% de los episodios de candidemia ocurren en
pacientes de la UCI, lo que refleja la complejidad de las enfermedades
generalmente asociadas con esta infeccion (Dadar et al., 2018). Las CI son cada
vez mas problematicas en estos pacientes, con resultados en la mortalidad bruta
que van del 35% al 67%. El porcentaje de mortalidad directamente atribuible a
candidemia se estima en 40% (Kett et al., 2011). Se ha establecido que los
pacientes con candidemia pueden presentar un estado de shock séptico con una
mortalidad asociada de alrededor del 60% (Kollef et al., 2012).

La patogénesis de la candidiasis invasiva se da gracias a la combinacién de varios
factores; un aumento de la colonizacién por Candida (generalmente atribuible al uso
de antibiéticos) en el tracto Gl; la descomposicion de la barrera mucosa, epitelial o
cutanea normal; y la pérdida del mecanismo de control inmune de prevencion de
diseminacién y proliferacién en tejidos y érganos profundos (Ostrosky-Zeichner et
al., 2002). En algunos casos el hongo se ve asistido por procedimientos médicos y
entra directamente al torrente sanguineo mediante la inyeccién de liquido
contaminado o mediante catéteres intravenosos (Figura 3) (Van De Veerdonk et al.,
2010).
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Figura 3. Patogenia de la candidiasis invasiva. En pacientes con catéteres intravasculares
permanentes, la candidemia que se origina en el intestino o la piel conduce a la colonizacién del
catéter y la formacién de biopelicula. Posteriormente los hongos se liberan de esta, causando
candidemia persistente. Los hongos pueden diseminarse, dando lugar a infecciones metastasicas
secundarias en los pulmones, el higado, el bazo, los rifiones, los huesos o los ojos. Estas infecciones
profundas pueden permanecer localizadas o conducir a una candidemia secundaria (Tomado y
modificado de: Kullberg y Arendrup, 2015).

Algunos de los principales factores de C. albicans que promueven la enfermedad
invasiva son; su capacidad de intercambiar su morfologia entre células de levadura

unicelulares y pseudohifas e hifas (formas filamentosas multicelulares) (Felk et al.,
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2002); la adherencia efectiva e invasion de las células endoteliales y epiteliales lo
cual conduce su diseminacién al torrente sanguineo; las aspartil proteasas y
fosfolipasas secretadas que activan la respuesta inmune innata y que son
importantes para promover la invasion de tejidos y el dafio a 6rganos (Gabrielli et
al., 2016) y la Candidalisina (Cdl), toxina peptidica que dafa las células de la
mucosa facilitando la invasion fungica en tejidos méas profundos y tiene un papel
importante en el reclutamiento de neutréfilos y la virulencia fungica durante la

infeccion sistémica por C. albicans (Staniszewska, 2020; Swidergall et al., 2019).

Por otra parte, la resistencia antifingica es un problema emergente a nivel mundial
que complica ain mas la seleccion de la terapia antifingica adecuada. El término
“Candida sp. resistente a multiples farmacos” se usa para designar a cepas que son
resistentes a dos clases de medicamentos antimicéticos, mientras que el término
“Candida sp extensivamente farmaco-resistente” se refiere a cepas que son

resistentes a 3 0 méas clases de medicamentos antimicéticos (Pappas et al., 2018).

Al igual que la gran mayoria de las infecciones sistémicas potencialmente mortales,
las infecciones sistémicas por Candida generalmente se adquieren a través de las
superficies mucosas, por lo que es fundamental mantener el equilibrio y la cinética
de las respuestas inmunitarias en estas zonas para preservar la homeostasis a y
las comunidades microbianas comensales mientras se eliminan los patégenos con
éxito. Asimismo, es de suma importancia comprender cédmo los tejidos epiteliales
detectan y restringen estos patdgenos a las superficies mucosas (Naglik et al., 2014;
Pellon et al., 2020).

1.1.1.5 Candida albicans

Las Candida spp. son miembros comunes del micobioma humano y patdégenos
fungicos oportunistas (Hallen-Adams & Suhr, 2017; Nash et al.,, 2017). Estos
organismos pueden colonizar tanto la piel como los tractos gastrointestinales y
reproductivos de los humanos. Entre el 30 y el 70% de las personas sanas portan
al menos una especie de Candida de manera comensal (Romo & Kumamoto, 2020;
P. Sudbery et al., 2004). Sin embargo, la colonizacibn comensal benigna puede

volverse patégena si los huéspedes desarrollan inmunodeficiencia, dafio epitelial o

24



disbiosis microbiana; las especies de este género son uno de los patdgenos
fungicos mas comunes de los humanos. Las enfermedades van desde infecciones
superficiales de la piel y membranas mucosas, hasta infecciones invasivas
altamente morbidas de los 6rganos internos (Bongomin et al., 2017; Brown et al.,
2012; Noble et al., 2017).

C. albicans es la especie de Candida mas comunmente implicada en infecciones
humanas y por lo mismo, la mas estudiada hasta la fecha (Calderone & Fonzi, 2001).
Esta epecie es responsable de cientos de millones de infecciones sintoméaticas cada
afno (Bongomin et al., 2017; Brown et al., 2012; d’Enfert, 2009). Es una levadura
polimorfica diploide de las superficies mucosas y se encuentra comunmente en los
tractos gastrointestinales, respiratorios y genitourinarios. En general, es un hongo
comensal inofensivo que puede aislarse de la cavidad oral de hasta el 80% de las
personas sanas, pero puede convertirse en un organismo oportunista en personas
inmunodeprimidas o inmunodeficientes (Cristina Cunha Villar & Dongari-
Bagtzoglou, 2008).

Una de las caracteristicas de C. albicans es que se puede adaptar para colonizar
todos los segmentos, desde la cavidad oral hasta el ano (Gow & Yadav, 2017). C.
albicans es polimorfico, cambiando a formas alternativas de crecimiento vegetativo
en respuesta a condiciones ambientales como la disponibilidad de nutrientes,
temperatura, pH, CO2 y la presencia de suero in vivo (Noble et al., 2017). Los
hongos generalmente pueden tener tres morfologias celulares: levadura,
pseudohifas e hifas. La diferencia entre hifas y pseudohifas es que las primeras
tienen forma de largos filamentos en forma de tubo, con lados paralelos y sin
divisiones notorias entre las células, mientras que las pseudohifas son las células

recién divididas a través de la gemacion (Figura 4) (P. Sudbery et al., 2004).

25



=l

Pseudohifas en un mutante
NSITA hsiIA

Figura 4. Morfologias de levadura, hifas y pseudohifas. (a) Células de levadura en gemacion (b)
Tubos germinales hifales, son méas estrechos y mas uniformes que (e) los brotes pseudohifales, que
tienen una constriccion en el cuello del brote. (c) Después de 180 minutos, las hifas contindan
mostrando paredes de lados paralelos sin constricciones ni ramas. (d) Se muestran micelios hifales
maduros. (e) Las pseudohifas exhiben morfologias que van desde pseudohifas cortas que parecen
ser células de levadura polarizadas hasta (g) Dos pseudohifas largas que se parecen
superficialmente a las hifas. (h) Micelio pseudohifal maduro. Todas las formas de pseudohifas se
parecen superficialmente a las hifas, pero tienen constricciones en las posiciones de los septos
(flechas) y muestran ramificaciones regulares. Todas las barras de escala representan 10 mm.
(Tomado de Sudbery et. al 2004).

C. albicans también puede formar clamidosporas, que son células grandes,
esféricas, de paredes gruesas que se observan en los extemos distales de los
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filamentos miceliales, y sufrir un cambio fenotipico entre morfologias blancas y
opacas, un evento que es importante para el apareamiento y la formacion de

biopeliculas (Jacobsen et al., 2012).

La plasticidad morfoldgica de C. albicans es un determinante de virulencia, ya que
la forma de hifa filamentosa invasiva es un factor critico para su patogenicidad y
puede llegar a provocar infeccion del tejido. La formacion de hifas induce varios
mecanismos de virulencia que promueven la adhesion y posterior invasion del
hongo como las proteinas de pared hifal (Hwplp) y la proteina 3 de la familia de
proteinas con secuencias tipo aglutinina (Als3p), asi como la formacién de
biopeliculas y la produccion de enzimas hidroliticas (Dadar et al., 2018). Se ha
demostrado que las cepas de C. albicans incapaces de producir hifas no producen
biopelicula y no son patogénicas (Lo et al., 1997). Asimismo, estas cepas no son
invasivas en modelos murinos e in vitro de infecciones en las mucosas (Dalle et al.,
2010; Naglik et al., 2014).

Ademas de determinar el estado comensal y patogénico de C. albicans, la
morfogénesis de levadura a hifa es un mecanismo clave de para evadir las células
fagociticas del huésped. La fagocitosis induce un cambio en la morfologia de la
levadura a hifas, lo cual provoca la secrecién de una serie de factores que provocan
la lisis, ademas de que fisicamente se alargan y perforan la membrana de los
macréfagos (Krysan et al., 2014; P. E. Sudbery, 2011).

La forma de levadura comensal es tolerada por la respuesta inmune del huésped y
se mantienen en la superficie de las células epiteliales a pesar de la presencia de
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) expresados por las células del
sistema inmune innato (Cauchie et al., 2017). C. albicans se mantiene en su estado
comensal debido a una interaccidn tripartita que involucra al organismo, la
microbiota y la inmunidad del huésped. Si este equilibrio es alterado, por ejemplo,
debido a inmunosupresion, deterioro de la integridad de la barrera mucosa o
alteracion de la microbiota bacteriana por antibioticos, C. albicans puede causar

infecciones tanto locales como diseminadas (Kullberg & Arendrup, 2015).
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Las infecciones de la mucosa por C. albicans pueden manifestarse en todos los
segmentos que son colonizados por este hongo y frecuentemente estdn asociados
con factores de riesgo especificos para un sitio, que no predisponen a infecciones
en otros sitios. Lo anterior es indicativo de la complejidad y especificidad de nicho
que tienen las interacciones huésped-patdogeno que controlan el cambio de
comensal a patogeno en C. albicans (Jacobsen et al., 2020). Por ejemplo el
desarrollo de candidiasis orofaringea (oral) es muy comdn en pacientes con virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) y con frecuencia es uno de los primeros
signos de una infeccién por VIH subyacente, sin embargo, estos pacientes no tienen

un riesgo elevado para adquirir candidiasis en sus otras formas (Fidel, 2011).

Para la CVV hay una variedad de factores de predisposicion como el uso de
anticonceptivos orales, el embarazo, uso de esteroides, terapia de reemplazo
hormonal, diabetes mellitus no controlada y tratamiento a largo plazo de antibiéticos
de amplio espectro (Cassone, 2015). Una ligera alteracion en la microbiota o
factores inmunes de mujeres con otras infecciones vaginales puede conducir a CVV
oportunista ya que es muy probable que C.albicans u otras Candida spp. se

encuentren en esa zona como comensales (Pramanick et al., 2019).

La CVV afecta al 75% de las mujeres al menos una vez en su vida, presentando
CVVR en el 10% de los casos (Sobel, 2007), y la candidiasis oral ocurre en 50-95%
de pacientes de VIH (Goulart et al., 2018). Los numeros anteriores evidencian lo
frecuente que la colonizacion de C.albicans en los humanos, como la fuente de la
mayoria de las infecciones por Candida es enddgena, la colonizacion del tracto
gastrointestinal y otras superficies mucosas presenta un factor de riesgo importante

de infeccién (Poulain, 2015).

Un factor de riesgo para infecciones recurrentes de la boca, la piel y otras superficies
mucosas es la inmunidad asociada a células Th17 deteriorada, especificamente por
mutaciones en el gen transductor de sefial y activador de la transcripcion 1 (STAT1)
o por enfermedades que conducen a la presencia de autoanticuerpos especificos
contra las citocinas de la respuesta Th17, esto da como resultado CMC (Liu et al.,
2011; Okada et al., 2016; Puel et al., 2011; Takezaki et al., 2012).
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La infeccidn sistémica en particular puede surgir a partir de la diseminacion del
hongo desde el tracto digestivo o0 mediante la introduccién de C. albicans por rutas
externas, a través de catéteres venosos centrales, procedimientos quirdrgicos,

nutricion parenteral, catéter urinario, etc (Dadar et al., 2018).

1.1.1.5.1 Interaccién de Candida albicans con las superficies epiteliales

Las superficies del cuerpo (piel, superficies mucosas, vasos sanguineos, 6rganos)
estan compuestas por una o mas capas de células epiteliales y definen la interfaz
principal entre el medio ambiente y el huésped (Rast et al., 2016). Es de suma
importancia el entendimiento de los mecanismos de defensa que ocurren durante la
interaccion del huésped con el hongo en estas superficies ya que ahi es donde
sucede la transicion del estado comensal al patogénico de C. albicans. Asimismo,
estos conocimientos pueden contribuir a la prevencion de la propagacion sistémica
de patégenos una vez que sucede una infeccion localizada (Conti & Gaffen, 2010;
Naglik et al., 2014).

Las células epiteliales se encuentran en la parte exterior de las superficies del
cuerpo, son sensores dinamicamente activos que tienen un papel activo en la
inmunidad, la reparacion del dafio y esencialmente en la discriminacién entre

microorganismos comensales y patdgenos (Rast et al., 2016; Zhu & Filler, 2010).

1.1.1.5.1.1 Adhesién

El contacto entre C. albicans y las células epiteliales puede darse directamente con
la union fisica al epitelio o indirectamente con la asociacion fisica del hongo con
microbios cocolonizantes o sustancias abiéticas (Richardson et al., 2019). Debido a
que las superficies celulares tanto de la levadura como de la célula epitelial tienen
una carga neta negativa, el contacto inicial requiere una variedad de fuerzas
atractivas para vencer esta repulsién que impide la asociacion fisica con fuerzas de
atraccion, incluidas las fuerzas de van der Waals (Williams et al.,, 2013). La
virulencia de C. albicans es incrementada por una mayor expresion de hidrofobinas
en su superficie, la hidrofobicidad de la superficie celular influye en varias etapas de

la patogenicidad incluyendo la adhesion inespecifica (R. Goswami et al., 2017).
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Una vez unido a la superficie de la mucosa, la adhesion se refuerza por numerosas
interacciones con los componentes de la matriz extracelular del huésped, sin
embargo la adhesion fangica se da principalmente gracias a las adhesinas de C.
albicans (Williams et al., 2013).

Gran parte del contacto inicial de C. albicans con el huésped involucra la forma de
levadura y la formacion de la hifa ocurre ya en contacto con el epitelio. Este cambio
es un rasgo de virulencia importante ya que la fuerza de adhesion y las adhesinas
involucradas varian dependiendo del estado morfologico. En la forma hifal, las
adhesinas y las proteinas de sintesis de pared celular son reguladas positivamente
lo cual resulta un una adhesién mas fuerte en comparacion con la forma de levadura
(Chaffin, 2008).

Los receptores del huésped con los que interactla el hongo incluyen componentes
de la matriz extracelular (laminina, fibronectina, colageno, vitronectina, etc.), y
receptores expresados en la superficie, como las integrinas, cadherinas y el
receptor-2 del factor de crecimiento epidérmico humano (Her2) que interactda con
Als3p y la proteina de choque térmico Ssalpl9 de C.albicans. (Chaffin, 2008; Zhu
et al., 2012).

Las adhesinas Als3p, proteina 1 de la familia Als (Alslp) y Hwplp son las
principalmente involucradas en la adhesion de C. albicans a las células epiteliales
(Staab et al., 2013). Estas pueden unirse a receptores celulares (como Als3p con
E-cadherina) o unirse covalentemente a la superficie celular después del
procesamiento por las enzimas de la célula huésped (como Hwplp por las
transglutaminasas) (Figura 5B) (Nikou et al., 2019).

Als3p es la proteina con secuencias tipo aglutinina (Als) mas importante en la
adherencia de las hifas de C. albicans a las células epiteliales y en la posterior
invasion de las células huésped (Phan et al., 2007). La familia de adhesinas Als
reconoce y se une a una variedad de ligandos estructuralmente no relacionados,
esta flexibilidad permite que C. albicans se adhiera a superficies con diferentes
composiciones que incluyen células bacterianas o de mamiferos y a superficies

abidticas como dispositivos meédicos. Estas proteinas también pueden interactuar
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entre si para formar grupos de proteinas Als de gran peso molecular, denominados
nanodominios, que estan implicados en la agregacion de las hifas de C. albicans, la

formacién de biopeliculas y la adhesion celular (Hoyer & Cota, 2016).

Hay otras proteinas involucradas en la adhesion de C. albicans que no son
asociadas a la forma hifal. La proteina 5 de la familia Als (Als5p) media la adhesién
inicial de las levaduras de C. albicans a las células epiteliales bucales por medio de
numerosos ligandos epiteliales y promueve la agregacion de levadura a levadura
(Rauceo et al., 2006). La proteina 1 de pared de C. albicans en estado levaduriforme
(Ywplp/Pga24p) es una glucoproteina ligada a glicosilfosfatidilinositol que se
expresa altamente durante este estado morfologico, su papel es en la dispersion de
la levadura para facilitar la diseminacién ya que tiene un efecto antiadhesivo
(Granger, 2012) (Figura 5A).

C. albicans
A B
levadura C. albicans
/ hifa
/ Als3p [ B-glucano
. P Hy 1 )
” wplp
‘r:)g(sezg: d Als | Accion de
v ‘/ -
P . Wa transglutaminasas
vy |
E-cadherina EphA2
Célula Epitelial Célula Epitelial

Figura 5. Adhesion de C. albicans a células epiteliales del huésped. (A) En forma de levadura,
C. albicans usa las fuerzas pasivas de atraccion electrostatica y Als5p para adherirse a las células
epiteliales. El B-glucano es reconocido por EphA2. Ywplp se expresa y tiene propiedades
antiadhesivas. Aln no se ha identificado un receptor huésped para Ywplp. (B) Posteriormente, la
transicion a la morfologia de la hifa da como resultado la expresion de adhesinas adicionales como
Als3p, que interactia con E-cadherina, y Hwplp, que actlia como un sustrato para las enzimas
transglutaminasa del huésped. El beta glucano en fase hifal también es reconocido por EphA2
(Tomado y modificado de Nikou et al. 2019).

Mientras que la forma de levadura es la mas inmunogénica en el entorno sistémico,

las hifas son el morfotipo activador de las superficies mucosas (Pellon et al., 2020).
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1.1.1.5.1.2 Reconocimiento epitelial

Para desarrollar una respuesta inmune contra C. albicans debe de haber un
reconocimiento del hongo por el huésped. Esto se da en las células epiteliales ya
qgue interaccionan los PRR con patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMP) (Gow et al., 2012). Los PAMP fungicos pueden ser proteinas de la pared
celular que tienen motivos estructurales extracelulares y moléculas intracelulares

como los &cidos nucleicos (Dambuza et al., 2017).

Los receptores tipo Toll (TLR), los receptores de lectina de tipo C (CLR) y los
receptores ricos en leucina del dominio de unién a nucleétidos (NLR) comprenden
las tres principales clases de PRR que se expresan en células mieloides asociadas
a infecciones fungicas (Patin et al., 2019). De estos receptores, los TLRs y CLRs
son expresados en las células epiteliales que componen las barreras mucosas
(Naglik et al., 2017). Las células epiteliales interaccionan con C. albicans a través
de TLR 1-4 y TLR6; TLR4 y TLR2 se inducen en candidiasis cutanea, TLR4 en
candidiasis oral y TLR2 en CVV (Kuhbacher et al., 2017; Nikou et al., 2019; Weindl
et al., 2007). El receptor 2 de efirina epitelial tipo A (EphA2) es un PRR no clasico
gue se une a B-glucanos expuestos de levaduras e hifas de C.albicans, detecta la
carga fangica y media las respuestas inmunitarias tanto de las células epiteliales
como de neutrdéfilos y es necesario para la respuesta inflamatoria maxima de la
mucosa contra C. albicans ya que aumenta respuestas antifingicas como las
especies reactivas de oxigeno (ROS) e inmunidad tipo 17 (Swidergall, 2019;
Swidergall et al., 2018). Sin embargo, esta interaccion convencional entre PAMP y
PRR no desencadena en la respuesta inmune de células epiteliales contra
C.albicans.

La relevancia de los PRRs bien puede ser diferente en la mucosa en comparacion
al entorno sistémico (Swidergall, 2019). Por ejemlpo, la dectina-1 es critica durante
las infecciones sistémicas (Taylor et al., 2007), sin embargo, su papel durante la

candidiasis orofaringea es menor (Verma et al., 2017).

Las superficies mucosas estan en contacto constante con el microbioma y una

funcién importante de las células epiteliales es identificar y responder a los
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microorganismos oportunistas cuando se vuelven patdgenos para generar una
respuesta adecuada del huésped. El proceso de reconocimiento debe funcionar de
manera que discrimine entre la fase comensal y patégena de C. albicans para poder
identificar y responder al patdgeno que causara enfermedades y dafio (Moyes et al.,
2015; Rast et al., 2016).

Las células epiteliales tienen un mecanismo que les permite discriminar entre la
levadura colonizadora y la forma hifal invasiva de este hongo, con una respuesta
transitoria temprana a la levadura seguida de una respuesta mas fuerte a las hifas,
que a su vez conduce a la activacion de las células epiteliales y a la produccion de
citocinas y otros mediadores inflamatorios (Moyes et al., 2010, 2011). Esta
discriminacion se hace a través de una activacion bifasica de la via inmune de
proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK). La primera fase de la
respuesta epitelial bifasica es independiente de la morfologia, lo que resulta en una
activacion débil de la cadena ligera xB de los linfocitos B activados (NF-xB),
fosfoinositida 3-quinasa (PI3K) y las tres vias MAPK (proteinas quinasas p38
activadas por mitdégenos, quinasas c-Jun N-terminal (JNKs) y quinasas reguladas
por sefalizacion extracelular ERK1 y ERK2) (Moyes et al., 2015). La activacion de
la ruta del factor nuclear potenciador de NF-kB por componentes de la pared celular
fungica (manano, quitina y glucano) es sostenida durante la colonizacién comensal
y la activacién de la sefializacion de MAPK en esta fase es transitoria, lo cual da
como resultado la activacién del regulador transcripcional c-Jun en ausencia de
cargas significativas de hifas. Esta es la respuesta epitelial predominante a la
morfologia de la levadura de C. albicans -por lo tanto- puede considerarse como
una respuesta del huésped a la colonizacibn comensal inofensiva, ya que no
produce dafio epitelial ni la induccién de una respuesta proinflamatoria (Moyes et
al., 2010, 2011, 2015).

Las cargas elevadas de hifas invasivas desencadenan la segunda fase de la
respuesta epitelial bifasica, que se caracteriza por una activaciéon mas intensa y
sostenida de las vias MAPK p38, JNK y ERK1/2, que consecuentemente activan al
factor de transcripcion c-Fos a través de p38. MKP1, una fosfatasa de MAPK,
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también se activa a través de la via ERK1/2 y regula la sefializacion de MAPK y a
su vez de p38 y JNK. Juntas, las vias de sefalizacion ERK/MKP1 y p38/c-Fos
alertan a los tejidos circundantes de la presencia de hifas invasivas de C. albicans,
un proceso que se conoce como la "respuesta al peligro”. Esto conduce a la
produccion de citocinas proinflamatorias, activando asi la respuesta inmune a
C.albicans (Moyes et al., 2010, 2011, 2015; Naglik et al., 2014). La via PI3K también
esta involucrada en la activacion inmune, su funcioén principal es la proteccion de las
células epiteliales contra el dafio inducido por hifas y se le conoce como el

mecanismo de “proteccién al dafio” (Figura 6) (Moyes et al., 2014).

Juntas, las vias de “respuesta al peligro” y de “proteccion al dafio” son criticas para
identificar que este hongo normalmente comensal se ha convertido en patdégeno
(Naglik et al., 2019).
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Figura 6. Reconocimiento epitelial y discriminaciéon de levadura e hifas de C. albicans. Hay 2
fases de activacion por C. albicans. En la fase 1, las células se reconocen de forma morfolégicamente
independiente, la sefializacién de PI3K/Akt/mTOR conduce al inicio de las respuestas de proteccion
del dafio celular y la activacion de bajo nivel de las 3 vias MAPK conduce a la activacion del factor
de transcripcion c-Jun. Cuando se alcanza un umbral de carga hifal de C. albicans, se desencadena
la fase 2, donde existe una intensa activacion de las 3 vias MAPK, que lleva a la expresién de c-Fos,
que junto con NF-kB y un factor de transcripcion inducido por mTOR, regula la producciéon de
citocinas, quimiocinas y otros mediadores inflamatorios. (Tomado y modificado de Moyes et al. 2015).

La activacion de c-Fos (fosfatasa 1 de proteina quinasa activada por mitégenos)
MKP1, la liberacién de citocinas y el dafio de las células epiteliales (medido por la
liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH)) estan relacionados con cargas hifales,
lo cual indica que se requiere un nivel umbral de infeccidn para la activacion epitelial
completa. Por debajo de un cierto nivel de umbral, incluso la presencia de hifas no
es detectable. Sin embargo también es importante destacar que diferentes tejidos

(orales y vaginales) muestran sensibilidad diferencial (Moyes et al., 2010).
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Hasta este momento es muy claro que la respuesta inmune a C. albicans es
dependiente de la formacion de hifas. Mientras que el reconocimiento epitelial del
B-glucano de C. albicans esta mediado por EphA2, el (los) factor(es) involucrados
en la sefalizacion c-Fos/MKP1, la activacion inmune y del dafio epitelial

permanecieron sin identificar durante muchos afnos.

1.1.1.5.1.3 Invasion a las barreras mucosas

La invasion en las células huésped por C. albicans que permiten que el hongo
acceda a los tejidos epiteliales superficiales y subyacentes se basa en dos
mecanismos posiblemente complementarios: endocitosis inducida por receptores y

penetracion activa (Mayer et al., 2013; Naglik et al., 2011).

1.1.1.5.1.3.1 Endocitosis inducida por receptores del huésped

La endocitosis es un mecanismo complejo y dinamico conducido por el huésped. La
sefalizacion de los receptores especificos conduce a la reorganizacion del
citoesqueleto de actina, formando procesos de membrana que endocitan las hifas
adherentes a la superficie en un mecanismo dependiente de clatrina. Cabe
mencionar que esta reorganizacibn no se desencadena por interacciones con
células de levadura (Dalle et al., 2010; Zhu & Filler, 2010). La viabilidad de
C.albicans no es importante en el proceso de endocitosis, mas bien se requiere que
las células huésped tomen parte activa del proceso para iniciar el mecanismo de
remodelamiento del citoesqueleto de actina que facilita la internalizacion del hongo
(Naglik et al., 2011; Wachtler et al., 2012).

La endocitosis puede ser inducida por el contacto de las invasinas fangicas Als3p y
Ssalp con receptores como el heterodimero del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR/HER2) expresado en células epiteliales o el receptor E-
cadherina (Figura 7) (Phan et al., 2007; J. N. Sun et al., 2010). También se puede
activar el proceso a través de un mecanismo que involucra a las guanosinas
trifosfatasas del huésped y la proteina de uniones estrechas ZO-1 (Atre et al., 2009).
Aunque EGFR y Her2 parecen funcionar como un heterodimero para inducir estas
respuestas, también son capaces de funcionar independientemente (Chaffin, 2008).
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Figura 7. La internalizacion epitelial de las hifas de C. albicans estd mediada por las invasinas
Als3p y Ssalp que interactlan con E-cadherinay EGFR/Her2. En este proceso no es importante
la viabilidad del hongo, sino que requiere de la participacion activa del huésped (Tomada y
modificada de Nikou et al. 2019).

La contribucién de la endocitosis inducida a la invasion epitelial depende del tejido
o del tipo celular. La endocitosis inducida puede contribuir potencialmente a la
invasion inicial de la mucosa oral. Sin embargo, los enterocitos intestinales y las
células de adenocarcinoma de colon (Caco-2) utilizadas como modelo de la barrera
epitelial intestinal no internalizan C. albicans mediante este mecanismo, ya que el
hongo necesita penetrar activamente en el tejido (Dalle et al., 2010). Dado que la
epidermis de la piel es un epitelio estratificado protegido por una capa densa de
queratinocitos muertos, es probable que esta barrera solo pueda romperse
mediante la penetracidon activa. En cualquier caso, la penetracion activa es el

proceso predominante de invasion epitelial (Kiihbacher et al., 2017).

1.1.1.5.1.3.2 Penetracion activa

Las superficies epiteliales varian en su estructura y composicion celular
dependiendo de su ubicacién dentro del cuerpo. La piel y las mucosas orales y
vaginales estan formadas por barreras epiteliales estratificadas o capas de células
epiteliales. Las células en la capa mas externa estan terminalmente diferenciadas,
no proliferan y, por lo tanto, son menos capaces de soportar la invasion fungica a

través de la endocitosis inducida (Dalle et al., 2010; Southern et al., 2008). Para
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invadir una barrera mucosa que no internaliza facilmente las hifas, C. albicans utiliza

el proceso alternativo de penetracion activa.

A diferencia de la endocitosis inducida por receptores, donde el hongo permanece
pasivo durante la absorcion, la penetracion activa de la mucosa del huésped por las
hifas de C. albicans requiere de un hongo viable y depende de atributos fisicos como
la presion de turgencia hifal, el avance fisico de la punta de la hifa y la secrecion de
enzimas hidroliticas que facilitan la invasion fungica a través o entre células

epiteliales al degradar los sustratos del huésped (Richardson et al., 2019).

Ademas de la formacién y el mantenimiento de las hifas, otros factores fungicos que
facilitan la invasion por este proceso son la familia de la Proteasa Aspartica
Secretada (SAP) (Moyes et al., 2015). La proteina 5 de la familia SAP (Sap5p)
puede degradar la E-cadherina, un componente importante de las uniones
estrechas de células epiteliales adherentes, mientras que la proteina 2 de la familia
SAP (Sap2p) puede degradar las mucinas que recubren todos los tejidos mucosos
(Figura 8) (Colina et al., 1996; C. C. Villar et al., 2007).

Penetracion activa
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Figura 8. C. albicans secreta de las hifas diversos factores para penetrar activamente los
tejidos mucosos. Estos factores incluyen a las proteinas asparticas (Sap2p, Sap5p), lipasas y
fosfolipasas (Tomada y modificada de Richardson, Ho, et al., 2018).
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C. albicans se encuentra comunmente en el tracto gastrointestinal de manera
comensal, sin embargo, la translocacion a través de la mucosa gastrointestinal se
correlaciona positivamente con la infeccion sistémica (Nucci & Anaissie, 2001).
Existen diferencias en la respuesta epitelial especificas al tejido, mientras que en
células epiteliales orales es posible la invasion por ambos mecanismos, en los
enterocitos (células epiteliales del intestino) se da principalmente por penetracion
activa (Dalle et al., 2010). A pesar de que la invasién ocurre también por endocitosis
a las células M a través de un mecanismo que involucra invasinas asociadas a hifas
gue incluyen a la proteina de choque térmico Ssal y Als3, la ruta predominante de
translocacion gastrointestinal por C. albicans es transcelular en lugar de paracelular,
un proceso facilitado por la toxina peptidica Cdl (ver Seccién 1.1.1.5.1) (Albac et al.,
2016; Nikou et al., 2019).

Aunque los procesos son distintos, es probable que se requiera una combinacion
de la endocitosis inducida por receptores y la penetracion activa para la invasion
total de las barreras epiteliales estratificadas. Se cree que la penetracion activa a
través de las capas epiteliales mas externas (terminalmente diferenciadas) ocurre
primero, y esto es seguido por endocitosis, cuando el hongo invasor alcanza las
células epiteliales subyacentes (no terminalmente diferenciadas) (Dalle et al., 2010;
Wachtler et al., 2012).

1.1.1.5.2 Generacion de Candidalisina y su papel en el dafio epitelial e

inmunidad innata.

Cdl es una toxina peptidica anfipatica de doble funcién codificada por la extensién
del gen de alargamiento celular ECE1 asociado a la formacion de hifas. Esta toxina
citolitica secretada por las hifas de C.albicans durante la infeccién provoca el dafio
a las superficies mucosas y es responsable de la “respuesta al peligro” (Moyes et
al., 2016; Richardson, Willems, et al., 2018).

La proteina codificada por el gen ECEl1l es Ecelp y tiene caracteristicas
estructurales particulares. Dispersos a lo largo de la proteina se encuentran 7 sitios
lisina-arginina (KR), estos sitios KR son sitios de procesamiento para la kexina

Kex2p que escinde a Ecelp en 8 péptidos mas pequefios que son secretados
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(Bader et al., 2008; Naglik et al., 2019). De estos péptidos se identifico uno de 32
aminoécidos que posteriormente se reduce a un péptido maduro de 31 aminoacidos
por la eliminacién de la arginina terminal por la carboxipeptidasa Kex1p. El péptido
maduro resultante fue nombrado Cdl, y es responsable de la induccion del dafio, la
activacion de c-Fos/MKP1 y la produccion de citocinas en la infeccion por C.

albicans (Richardson, Mogavero, et al., 2018).

Cdl es la primera toxina peptidica citolitica que ha sido identificada en un patdégeno
fungico. Es un péptido anfipatico y adopta una conformacion de a-hélice en solucion
que provoca que se intercale entre membranas plasmaticas de las células
epiteliales, formando una lesion que desestabiliza la estructura de la membrana
causando la entrada de calcio y liberacion de contenido intracelular como la enzima
LDH (Figura 9) (Naglik et al., 2017).

Hifas de Candida albicans /
\

3. Oligomerizacion. Formacion de
oligomeros de alto y bajo -
peso molecular AT

1. Formacion de agregados de
alto peso molecular

+ 2. Intercalacion en la
membrana

Figura 9. Estructura de Cdl, su intercalacién ala membranay oligomerizacién. En el laboratorio
Naglik se han realizado experimentos para estudiar la estructura y dinamica de Cdl en los que se ha
determinado la formacion de agregados de alto y bajo peso molecular que se insertan en la
membrana celular formando una lesiéon (poros) y provocando dafio a las células epiteliales y la
activacion de la respuesta inmune contra C.albicans (ver Apéndice A).
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La Cdl activa a EGFR a través de mecanismos indirectos que incluyen el
desprendimiento de ligandos EGFR, la activacion de metaloproteinasas de matriz y
la entrada de calcio como consecuencia de la formacion de los poros de Cdl. EGFR
(ErbB1/Herl) es una tirosina quinasa unida a la membrana, que se distribuye de
manera diversa en el cuerpo y puede activar la sefalizacion a través de varias vias,
principalmente asociadas con el crecimiento, la proliferacion celular, la
supervivencia, la angiogénesis, la diferenciacion y la motilidad, incluida la
sefalizacion MAPK, una via clave activada por Cdl (Ho et al., 2017; Wang, 2017).
A través de la sefalizacion MAPK inicia la inmunidad de la mucosa, activando las
vias p38 y ERK1/2 que a su vez activan el factor de transcripcién c-Fos y MKP1
respectivamente, alertando al huésped sobre la transicion de la levadura
colonizadora a hifas invasivas productoras de toxinas. La liberacion posterior de
citocinas induce respuestas inmunitarias innatas, incluido el reclutamiento de
neutréfilos que es fundamental para la proteccién contra la candidiasis en

superficies mucosas (Figura 10) (Ho et al., 2019).

41



EEREER
Coba N N N N

| seccion N-terminal hidrofébica |

W Cdl (SLIGIIMGILGNIPOVIOHMSIVKAFKGNKI

O

seccién C-terminal hidrofilica,
con motivo K-x-X-K/R-x-x-K
caracteristico de péptidos
que interaccionan con la

LDH
o

‘ O
membrana (Apéndice C).
poro de Cdl ‘ ?
)
" ugancos de EGFR EGFR

Entrada de calcio V l
-~ T
Célula Epitelial l /\ 1
/" ™, m
)
N -
—/
. (@ Mediadores
proinflamatorios
Reclutamiento de

neutrofilos
Inmunidad tipo 17

Curreet Opinson i Miczabiology

Figura 10. Generacién de Cdl y activacion de células epiteliales. El aumento de carga flngica y
la formacion de hifas invasivas conduce a la expresion de la proteina Ecelp que, al ser procesada,
genera la Cdl madura (hélice roja) que al intercalarse y oligomerizarse forma estructuras similares a
poros que dafian de la membrana. Esto provoca la activacion de EGFR que induce la sefalizacion
de MAPK (a través de p38, ERK1/2) y la activacion de c-Fos. MKP1 contribuye a la regulacién de la
respuesta inmune epitelial (Tomado y modificado de Naglik et al., 2019).

Auln no se haidentificado un receptor en las células del huésped para la sefializacion
inducida por Cdl. Se sabe que el péptido puede permeabilizar las bicapas lipidicas
sintéticas que no contienen un receptor enddgeno, lo que sugiere que la toxina
puede dafar las células epiteliales y activar las respuestas inmunes innatas a través

de distintos mecanismos (Richardson et al., 2019). Se ha demostrado recientemente
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que durante la infeccion de la mucosa las hifas de C. albicans invaden la superficie
epitelial y crean un "bolsillo" de invasion en el que se secreta la toxina Cdl. Una
combinacion de varios factores de virulencia trabaja en conjunto para administrar
Cdl a la bolsa de invasion a través de la punta de la hifa pero principalmente la
formacion y extension de hifas permiten que la candidalisina se acumule en
concentraciones suficientes para inducir el dafio epitelial y la inmunopatologia

subsiguiente (Mogavero et al., 2021).

Esta citolisina tiene un efecto dual, ya que es involucrada en la induccién del dafio
celular y en el desarrollo de una respuesta inmune a través de las células epiteliales
(Naglik et al., 2019). Aunque EphAZ2 lleva a cabo el reconocimiento inicial de p-
glucano de C. albicans, para el desarrollo de una respuesta inmune adecuada se
requieren estimulos secundarios a través de diferentes circuitos de sefializacion
(Swidergall et al., 2018).

La patogenicidad de C. albicans se relaciona con su habilidad de provocar dafio e
inducir respuestas inmunes predominantemente a través de la actividad de Cdl.
Cepas de C. albicans mutantes que carecen del gen ECE1 o de la seccion que
codifica a Cdl son capaces de formar hifas y de invadir las células epiteliales de
manera normal, pero no activan las citocinas pro-inflamatorias ni causan dafio
epitelial (Moyes et al., 2016). Las citocinas liberadas como resultado de la activaciéon
de las células epiteliales inducida por Cdl incluyen el factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-CSF), el factor estimulante de colonias de macrofagos vy
granulocitos (GM-CSF), IL-1a, IL-1j e IL-6 (Moyes et al., 2016; Richardson, Willems,
et al., 2018).

Cdl induce estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial y muerte de las células
epiteliales, que se produce predominantemente a través de una via necrotica
(Blagojevic et al., 2021). Adicionalmente, se identific6 a Cdl como un potente
estimulo de varias alarminas y péptidos antimicrobianos (PA) clave secretados por
células epiteliales, incluidos S100A8, la humano-defensina (hBD) 2, hBD3, la
catelicidina LL37 y adenosin trifosfato (ATP) (Ho et al., 2020).
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Los mutantes de C. albicans ECE1 y Cdl inducen niveles significativamente mas
bajos de neutrdfilos en el sitio de infeccion in vivo en comparacion con los controles
WT. Lo anterior identifica a la toxina Cdl como la conductora de la patologia en
candidiasis vulvovaginal CVV. Esta enfermedad se caracteriza por punzadas, ardor
y dolor en la mucosa vulvovaginal, a menudo acompafiado de flujo vaginal inodoro.
A diferencia del epitelio oral, el reclutamiento de neutrdfilos en el sitio de la infeccién
durante el CVV no da como resultado la eliminacion de hongos, sino que causa una

exacerbacion aguda de los sintomas (Richardson, Willems, et al., 2018).

La Cdl es indispensable para impulsar resultados proinflamatorios en células
epiteliales y endoteliales (Moyes et al., 2016; Richardson, Willems, et al., 2018;
Swidergall et al., 2019). En cuanto a infecciones sistémicas, se sabe que Cdl es
fundamental para la activacién inmune in vivo (Naglik et al., 2019). Adicionalmente,
la principal fuente de candidiasis sistémica es la traslocacion mediada por Cdl de la
poblacidon intestinal comensal de C. albicans (Nucci & Anaissie, 2001). La
translocacion transcelular de C. albicans a través de la barrera intestinal requiere
del dafio epitelial inducido por Cdl, esta es la primera vez que se muestra una
translocacion mediada por una toxina peptidica de un patdégeno humano in vitro
(Allert et al., 2018).

1.1.1.5.3 Funcionalidad dual de Candidalisina

Un dato muy importante es que la respuesta a Cdl es dependiente de la dosis de la
toxina. Esto concuerda con el concepto que se ha mencionado anteriormente de
que la respuesta del huésped a C. albicans durante la infeccion requiere un nivel
umbral de cargas hifales (Moyes et al., 2010, 2015, 2016; Richardson, Willems, et
al., 2018).

Las bajas concentraciones de Cdl (<5 uM) desencadenan la liberacion de citocinas
proinflamatorias pero no causan dafo epitelial, mientras que las concentraciones
mas altas (>15 uM) de toxina inducen respuestas proinflamatorias y causan un dafio
extenso, lo que demuestra que Cdl tiene una doble funcionalidad de manera

dependiente de la concentracion (Richardson et al., 2019).
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Aunque durante la colonizacién asintomatica de las superficies mucosas humanas
se encuentran presentes morfologias de levadura e hifas (Naglik et al., 1999, 2003),
se ha establecido que el estado comensal de C. albicans se correlaciona
inversamente con la morfogénesis (Moyes et al., 2015). Por lo tanto, la reduccién
de la formacion de hifas acompafada de bajos niveles de secrecion de Cdl
promueve el estado comensal de C. albicans en el cual puede adquirir nutrientes de
fuentes intracelulares. Se promueve la patogenicidad cuando hay un aumento en la
formacién de hifas de C. albicans ya que esto provocard una mayor secrecion de
Cdl y con esto el dafio y la activaciéon inmune, lo que finalmente conducira a la

eliminacién de los hongos o a inmunopatologia (Naglik et al., 2019).

Al dafar las células del huésped directamente, Cdl es un factor de virulencia clasico;
es también un factor de avirulencia ya que es una molécula inmunomoduladora que
es detectada por el huésped para iniciar una respuesta protectora a través de
neutroéfilos e inmunidad tipo 17. El equilibrio de estas respuestas (la induccion de
dafio versus la proteccion inmune) determina el resultado de la infeccidén (Figura
11) (Naglik et al., 2019).
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Virulencia Avirulencia

= ) (a) Salud, estado comensal
Dario Respuesta inmune

. (b) Enfermedad
Respuesta inmune

Dafio

Dafo
(c) Eliminacion del hongo
Respuesta inmune

Dafio
(d) Inmunopatologia

Respuesta inmune
Figura 11. Doble funcién de Cdl: virulenciay avirulencia. (a) En condiciones de salud, C. albicans
actlia como un comensal, produciendo bajos niveles de Cdl necesarios para un estilo de vida
eficiente. (b) En condiciones que permiten la proliferacion de C. albicans, Cdl dafia las células y
tejidos del huésped (enfermedad). (c) El aumento de los niveles de Cdl conduce a la activacién de
respuestas innatas protectoras. (d) En ciertas infecciones (vaginales) y cuando la respuesta inmune

esta desregulada, el aumento de los niveles de Cdl puede conducir a una inmunopatologia (Tomado
y modificado de Naglik et al., 2019)

Se ha reportado esta funconalidad dual para toxinas peptidicas de otras especies
(Lewis & Garcia, 2003). Los péptidos catidnicos con estructura alfa helical son una
clase de PA que se encuentran en venenos y son fuertes candidatos para
reemplazar los antibiéticos clasicos para el tratamiento de infecciones resistentes a
los medicamentos, que son un desafio mundial rapidamente emergente (Torres et
al., 2018). Estos pequeiios péptidos anfipaticos adoptan su estructura caracteristica
al tener contacto con las membranas de microorganismos y presentan una alta
toxicidad por su actividad hemolitica, por lo que su uso potencial terapéutico

representaba difultades hasta que se implement6 la estrategia de generar péptidos
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sintéticos que carecen de toxicidad y muestran potentes actividades

antimicrobianas e inmunomoduladoras (Silva et al., 2020).

En el presente trabajo se realizd la expresion recombinante de la Cdl con el
etiquetado isotépico °N y *3C por el sistema de sintesis de proteinas sin células,
del inglés “cell-free”, y posteriormente se llevo a cabo su purificacion para su estudio
posterior por Resonancia Magnética Nuclear (RMN). También se evalu6 el dafio

celular provocado por la Cdl resultante y se comparo con la Cdl WT.

1.2 Antecedentes del trabajo

1.2.1 Expresién de proteinas sin células (EPSC)

Para realizar el etiquetado isotopico de la Cdl con el objetivo de obtener una proteina
en Optimas condiciones para el estudio de su estructura por resonancia magnética
nuclear, se realizaron varios intentos previos de expresion recombinante del péptido
en Escherichia coli (E. coli) y Pichia pastoris (P. pastoris). La produccion de
proteinas recombinantes en organismos unicelulares es comunmente utilizada y
ampliamente estudiada. Este enfoque tiene una limitacion sustancial, en que las
células deben mantenerse viables para poder llevar a cabo la expresion y el
plegamiento de proteinas (Jin & Hong, 2018).

Existen varios tipos de proteinas que son dificiles de expresar en organismos vivos
debido al escaso crecimiento de la célula huésped, la formacién de cuerpos de
inclusion, la inactividad de las proteinas y el bajo rendimiento de produccién. La
complicacion en la expresion de las toxinas en particular recae en que las células
pueden inhibir su produccion o inactivar la toxicidad de la proteina para que no
mueran (Rosano & Ceccarelli, 2014; Saida et al., 2006).

Debido a que Cdl es una toxina fngica, intentos previos en el laboratorio no tuvieron
éxito en la expresiéon de las construcciones en los experimentos realizados con E.
coliy P. pastoris (ver Apéndice B) por lo que seria deseable explorar otras opciones

para la expresion de protuctos génicos como el sistema de sintesis de EPSC.

La EPSC utiliza extractos o lisados celulares que contienen la maquinaria y

elementos relacionados para dirigir la sintesis de las proteinas a partir de un material
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genético modelo. Los lisados proporcionan la mayoria de las moléculas para la
mezcla de reaccion incluyendo ARN polimerasas para la transcripcion del ARNm,
ribosomas, ARNt y aminoacidos para la traduccion, asi como cofactores
enzimaticos, fuentes de energia y componentes celulares esenciales para el
correcto plegamiento de las proteinas. Los extractos celulares se generan del cultivo
de células, posteriormente se lisan y se eliminan moléculas grandes como el ADN
y ARNm enddgeno con varios pasos de lavados y centrifugacion. Es fundamental
imitar el entorno citoplasmatico para habilitar e incrementar la sintesis de proteinas
por lo que se suplementa a los lisados con componentes energéticos y aminoacidos
libres adicionales para finalmente afadir a la mezcla de reaccion el ADN o0 ARNm
modelo y que se desencadene el proceso de sintesis de proteinas (He et al., 2011;
Jin & Hong, 2018).

La EPSC puede ser una “reaccion acoplada” o una “reaccion vinculada”, en el
primer caso se agrega a la mezcla de reaccion ADN como material genético modelo
y los procesos de transcripcion y traduccion se llevan a cabo simultaneamente
(Figura 12), mientras que al agregar ARNm a la mezcla de reaccion, se estan
realizando dos reacciones secuenciales separadas y es cuando se le refiere como

“‘reaccion vinculada”. (Zemella et al., 2015)
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Figura 12. El principio de la EPSC. El extracto celular contiene la maquinaria para la reaccion
acoplada de transcripcion y traduccién; se prepara mediante la lisis de las células y la eliminacién de
moléculas grandes. La mezcla energética contiene componentes basicos para la sintesis de ARNm
y proteinas, asi como componentes para la regeneracion de energia y sustancias suplementarias.
Los iones son esenciales para la actividad de muchas enzimas. El glutamato es uno de los aniones
principales del citoplasma de E. coli y su adicién ayuda a imitar el entorno celular para favorecer la
sintesis (Tomado y modificado de Rolf et al., 2019).

La EPSC ofrece una serie de ventajas sobre los sistemas basados en células en la
produccion de proteinas. Ademas de ser un método simple y rapido para convertir

genes en proteinas plegadas en cuestion de horas, proporciona condiciones de
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reaccion versatiles debido a la ausencia de restricciones que podrian tenerse en el

sistema in vivo (Wu et al., 2007).

Como se ha mencionado anteriormente, la sintesis de proteinas in vivo tiene
limitaciones ligadas a la viabilidad celular. Principalmente que parte de la energia
suministrada debe usarse en el crecimiento y el metabolismo celular, lo que reduce
la eficiencia del sistema, y el alcance de las condiciones de reaccion aceptables se
restringe a los entornos tolerados por la célula, lo que limita las opciones de
disolventes, fuerza idnica, productos toxicos o intermediarios toxicos y temperaturas
de reaccion. La ausencia de paredes celulares en la expresion in vitro también
elimina muchas limitaciones de transporte en el sistema in vivo. Este sistema
permite un mayor control sobre el entorno de la reaccién, una purificacion del
producto mas sencilla, y es mejor para productos con bajas tasas de secrecion
(Wilding et al., 2018).

Adicionalmente, los sistemas libres de células permiten el etiquetado directo de
proteinas recién sintetizadas, proporcionando un método rapido para producir
directamente proteinas marcadas para la determinacion estructural mediante
cristalografia de rayos X o RMN (He et al., 2011).

1.2.1.1 Expresion recombinante de proteinas

Uno de los métodos mas utilizados para la expresién de proteinas en forma
heter6loga se basa en el protocolo descrito por Sun et al. para obtener el lisado
celular a partir de células competentes E. coli BL21(DE3) (Z. Z. Sun et al., 2013). Al
igual que otras cepas B parentales, las células BL21 son deficientes en la proteasa
Lon, que degrada proteinas no propias. Otro gen ausente en el genoma de los
antepasados de BL21 es el que codifica la proteasa de membrana externa OmpT,
cuya funcién es degradar las proteinas extracelulares. Estas modificaciones
genéticas son esenciales para el uso de la cepa para la expresion de proteinas
recombinantes ya que se evita su degradacion por Lon dentro de la celula y por
OmpT después de la lisis celular. Ademas, se evita la pérdida de plasmido
interrumpiendo su metilacion y degradacién gracias a la mutacibn hsdSB ya

presente en la cepa parental (B834) que dio lugar a BL21. En la cepa BL21 (DE3),
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el profago ADE3 se insertd en el cromosoma de BL21 y contiene el gen T7 RNAP
bajo el promotor lacUV5. El BL21 (DE3) y sus derivados son las cepas mas
utilizadas para la expresion de proteinas (Rosano & Ceccarelli, 2014).

En el presente trabajo de tesis se decidio utilizar las técnicas de expresion de
proteinas mencionadas anteriormente, con la finalidad de obtener un producto de
expresion con isGtopos estables que permita su posterir caracterizacion utilizando

técnicas de RMN.

2. Justificacion
Cdl fue la primera toxina peptidica fangica descubierta y tiene funciones muy
importantes durante la infeccién por C. albicans (Blagojevic et al., 2021; Camilli et
al., 2020; Ho et al., 2019, 2020, 2021; Kasper et al., 2018; Mogavero et al., 2021).
Sin embargo, no todas las funciones de Cdl han sido elucidadas y por esto es
importante entender los mecanismos moleculares a través de los cuales Cdl le

permite a C. albicans establecer una relacion comensal o patogénica.

Descubrimientos recientes sugieren que la induccién del dafio que lleva a cabo la
toxina es mediante la desestabilizacién de la membrana plasmatica (Mogavero et
al., 2021) ya que existe evidencia que demuestra que Cdl es capaz de unirse a
modelos de la membranas celulares (ver Apéndice A). Lo anterior infiere que un
receptor enddégeno no es necesario para que Cdl se intercale en la membrana,
forme oligdmeros y provoque el dafio celular que procede a la invasion de los tejidos
provocando infeccién. Esto resalta la importancia de elucidar la estructura de Cdl

para que posteriormente sea posible desarrollar mecanismos para inactivarla.

3. Hipotesis
Si la CdI sintetizada a partir del sistema sin células presenta actividad citotoxica,

entonces esta provocara dafio celular de la misma manera que la Cdl WT.
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4. Objetivo general
Optimizar el proceso de sintesis recombinante de Cdl marcada isotopicamente con
N y 3C por el método sin célulase y determinar la citotoxicidad del péptido

obtenido y compararla con Cdl salvaje.

4.1 Objetivos particulares

4.1.1 Optimizar la reccion de sintesis de candidalisina sin células.

e Generar el modelo de ADN para la reaccion de sintesis de proteinas sin
células por medio de la técnica de amplificacion por PCR para cada una
de las construcciones p97, p98 y p99.

e Establecer la construccién con la que se obtenga un mejor rendimiento
de la reaccion de expresion in vitro.

e Determinar la eficiencia y especificidad de las enzimas trombina y

enteroquinasa para la escision de las construcciones.

4.1.2 Optimizar la purificacion y preparacion de la candidalisinarecombinante.
e Estandarizar el método de purificacion del péptido obtenido.
¢ l|dentificar las condiciones metodoldgicas para concentrar la construccion
de candidalisina.
¢ Identificar el mejor metodo de intercambio con soluciébn amortiguadora de

trabajo.

4.1.3 Realizar una comparacion de la actividad biologica de la candidalisina
recombinante resultante y la candidalisina silvestre.

e Determinar la citotoxicidad de la construccibn generada y de la toxina

silvestre mediante un ensayo de LDH en la linea celular TR146 como modelo

de la mucosa humana.

5. Metodologia y Procedimiento experimental
5.1 Técnicas generales

5.1.1 Electroforesis en geles de Agarosa

Reactivos y materiales:
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Preparar tampon TAE 1X (Tris, acetato y EDTA)
1. A partir del tampon TAE 50X de la marca Severn Biotech, diluir a una

concentracion 1X.

Preparar el gel de agarosa 1%

2. En el volumen adecuado de tampdn TAE 1X, agregar la cantidad de agarosa
suficiente para obtener una concentracion de 1% (0.3 g para 30 ml)

3. Calentar en microondas hasta que la agarosa esté completamente disuelta,
verificar la solucion en intervalos de 30 segundos y mezclar para evitar que
se caliente demasiado y se evapore el tampoén

4. Dejar enfriar por 5 min.

Preparar la tincién de acidos nucléicos 1X

5. A partir del estandar de concentracion 10000X de la marca GelRed, tomar el
volumen adecuado de acuerdo a el volumen de solucién de agarosa (3 ul
para 30 ml)

6. Adicionar tincidon para acidos nucléicos de la marca GelRed a la solucion de
agarosa

7. Mezclar y servir en la bandeja para el gel de la cdmara de electroforesis y
colocar el peine.

Protocolo:

Cargar y Correr Gel
8. Esperar 10 min a que solidifique el gel antes de retirar el peine
9. Llenar la camara con tampon TAE 1X
10.Mezclar 5 pl de muestra con 5 ul de Gel de carga de la marca NEB
11.Cargar el gel con la mezcla anterior, agregar la escalera de peso molecular
de DNA de la marca NEB a uno de los pocillos

12.Correr gel a 80V por 1 hora.

5.1.2 SDS Page

Reactivos y materiales:
Preparar Tampon de corrimiento 1X
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1.

Tomar el volumen adecuado del tampdn SDS Tris glicina 10X de la marca

BIO-RAD Yy diluir a una concentraciéon 1X.

Preparar Muestras

2.
3.

4.

Tomar 15 pL de muestra en un Eppendorf de 1,5 ml
Afadir 10 pL de tampdn de carga de muestra Alfa Aesar Laemmli SDS 4x y
mezclar bien

Calentar a 92 °C durante 2 minutos en el blogue térmico.

Preparar gel separador de acrilamida 14%

Se empleod el volumen de reactivos indicado en el protocolo descrito por National

Diagnostics.

5.

8.

Para 2 geles (Volumen total de 12.5 ml) se ocuparon los siguientes

voliumenes:

5.8 ml de ProtoGel 30% de la marca National Diagnostics.

3.26 ml de tampodn ProtoGel separador de la marca National Diagnostics.
3.3 ml de H20

125 pl de persulfato de amonio (APS) 10%

25 ul de tetrametilendiamina (TEMED)

APS inicia la polimerizacion de la acrilamida y bis-acrilamida, TEMED actua

como catalizador de la reaccidon manteniendo los radicales libres.

Homogeneizar mezcla y vertir a los moldes
Agregar un pequefio volume de agua saturada con isopropanol para eliminar
burbujas y crear una linea recta

Esperar 15 min y descartar agua con isopropanol.

Preparar gel concentrador de acrilamida 4%

9.

Para 2 geles (Volumen total de 12.5 ml) se ocuparon los siguientes

voliumenes:

0.39 ml de ProtoGel 30% de la marca National Diagnostics.

0.75 ml de tampdbn ProtoGel concentrador de la marca National Diagnostics.
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1.83 ml de H20
15 pl de APS 10%
3 ul de TEMED

10. Homogeneizar mezcla y vertir a los moldes sobre el gel separador
11. Colocar los peines y esperar 10 min.

Protocolo:

Cargar y correr gel
12.Configurar el tanque en funcionamiento
13.Llenar la camara interior con tampon de corrimiento 1X
14.Cargar 25-30 pL de las muestras y 8 pL de la escalera para proteinas Thermo
Scientific ™ PageRuler ™ 10-180 kDa
15.Correr durante 45 min a 180 V hasta que el frente del tinte esté a <1 cm del

extremo.

5.1.3 Western Blot

Posterior al procedimiento de SDS Page
Reactivos:

Preparar tampoén de transferencia
1. Realizar una dilucién a una concentraciéon 1X a partir de Trans-Blot Turbo 5x
transfer buffer de la marca Bio-Rad.

Preparar tampon solucién salina con Tris TBS-Tween 20 (TBS-T)
2. Diluir a 1x la solucién de 10x TBS de la marca Bio-Rad

3. Agregar Tween-20 para una concentracion de 0.1%.

Preparar un tampoén de bloqueo
4. Tomar la cantidad adecuada de leche en polvo para preparar una solucion
de leche al 5% en TBS-T y disolver.

Preparar solucion de anticuerpos anti-His en leche 1%
5. Preparar una solucion de leche al 1% con leche en polvo disuelta en TBST
1X
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6. Agregar anticuerpos anti-His.

Preparar sustrato HRP de trabajo
7. Sacar la caja blanca del sustrato HRP quimioluminiscente Immobilon
Western del refrigerador y dejar calentar a temperatura ambiente antes de
usarlas
8. Mezclar volimenes iguales de reactivo de luminol y solucién de peroxido (750

ul) en un Eppendorf de 1,5 ml.
Protocolo:

Transferencia (Kit de transferencia Trans-Blot Turbo ™ RTA, nitrocelulosa)

9. Agregar un poco de tampon de transferencia a las bandejas del kit de
transferencia (lo suficiente para cubrir el papel de filtro)

10. Utilizar pinzas limpias para manipular el papel de filtro y la membrana de
nitrocelulosa. Tomar 2 pilas de papel de filtro y colcar en una de las bandejas
con el tampdn

11.Colocar una membrana de nitrocelulosa en la otra bandeja con tampén

12.Sacar casete del equipo de transferencia BIO-RAD

13. Apilar los materiales de la siguiente manera, de abajo hacia arriba: papel de
filtro-membrana-gel-papel de filtro

14.Cerrar e inserter cassete en el equipo, encender

15. Seleccionar la transferencia TURBO (7 min)

16.Colocar la membrana en una bandeja con tampén TBS-T y agitar durante 5
min

17.Retirar TBS-T y sustituir con tampo6n de bloqueo

18.Bloquear durante 1 hora en el agitador

19.Lavar con tamp6n TBS-T y agitar durante 5 min (lavado 1)

20.Repietir el paso 10 (lavado 2)

21.Incubar con la solucion de anticuerpos durante 1 hora

22.Lavar con tampdén TBS-T y agitar durante 10 min (lavado 1)

23.Repetir el paso 12, 2 veces (lavado 2 y lavado 3).

Revelado (LICOR)
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24.Colocar la membrana encima de una pelicula transparente sobre la mesa

25.Agregar el sustrato HRP de trabajo sobre la membrana lentamente (dejando

caer)

26.Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente

27.Drenar el exceso de sustrato

28.Colocar en la bandeja LICOR y obtenga una imagen de la membrana. 700

canales + Chemi, 2 min de adquisicion cada uno.

5.1.4 Cuantificacion de la proteina

1. Sistema automatizado NanoDrop. Se obtiene concentracion en mg/ml.

2. Convertir a uM.

Tabla 2. Peso molecular y coeficiente de extincion de cada construccion.

Construccioén

p99

P99p

p98

p98p

Peso molecular

(mg/mmol)

12647.30

5359.28

12713.18

5302.21

Coeficiente de
extincibn molecular
(M1 cmt medido en

agua a 280 nm)

15470

5500

15470

5500

NUmero de

aminoacidos

119

51

119

50
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5.2 Optimizacion de la reaccion sin células para la produccion recombinante

de candidalisina.

5.2.1 Obtencién del material genético modelo para el sistema de sintesis de

proteinas sin células.

5.2.1.1 Disefio de la plantilla genética con el gen

Estudios diversos han demostrado que las reacciones de EPSC funcionan mejor
con modelos de plasmidos de ADN, que con ADN lineal. Lo anterior puede ser
debido a la degradacion por exonucleasas presentes en los extractos celulares (Wu
et al., 2007). En un vector pET, el operdn lac que se encuentra en este vector, que
también tiene un promotor de la ARN polimerasa de T7, regula la expresion de la
proteina de interés de manera que cuando no estd presente [B-d-1-
tiogalactopiranésido de isopropilo (IPTG), el represor lac se unira al sitio de union,
evitando la transcripcién. Para experimentos de RMN se requiere una proteina con
marcaje isotépico, que se obtiene tipicamente de sistemas de expresion bacteriana
inducible por IPTG en un medio minimo que contiene fuentes de nitrégeno o

carbono marcadas (Crowley & Rafferty, 2019).

En la mayoria de los casos, existe una gran diferencia en el rendimiento de la
reaccion dependiendo del tipo de material genético. Por ejemplo, se reportan
resultados de la reaccién de la expresion de la cloranfenicol acetiltransferasa
usando ADN lineal de 1mg/mL y con plasmidos de ADN de 6mg/mL (Kigawa et al.,
1999). Por lo que en el 2007 Wu et al. presentaron el método de amplificacién de
ADN por PCR basado en “overhangs” o cadenas sencillas complementarias de 8
pares de bases que se agregan a cada extremo del modelo de ADN lineal para la
formacion de un ADN pseudocircular/pseudoplasmidico, la cual le permiti6 a los
autores que el rendimiento de la reaccion de expresiéon in vitro fuera el mismo
usando los productos de esta reaccion PCR que el obtenido usando ADN plasmidico
(Figura 13) (Wu et al., 2007).
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Figura 13. Produccion de ADN pseudociclico siguiendo la metodologia desarrollada por Wu
et al. De los 4 cebadores utilizados, el cebador directo 1 (pl) y el cebador inverso 2 (p2) son los que
contaban con las cadenas sencillas adicionales complementarias, el procedimiento consiste en la
realizacion de 2 reacciones en cadena de la polimerasa separadas, una de ellas (PCR 1) empleando
los cebadores 1y 4 (p1, p4) y la otra (PCR 2) empleando los cebadores 2 y 3 (p2, p3). Su mezcla
posterior permite la hibridacién para la formacion del material genético modelo ciclico.

El ADN disefiado para la expresion libre de células debe contener un promotor
(generalmente T7), un sitio de inicio de la traduccién en la regidén 5'y las secuencias

de terminacioén de la transcripcion y traduccién en la regién 3' (He et al., 2011).

Para la optimizacion de la produccion de candidalisina recombinante se disefiaron
tres differentes construcciones de ADN. Para los ADNs se utilizaron secuencias
promotoras y de terminacion de la ARN polimerasa T7. Las construcciones
disefiadas para este proyecto ademas contienen un sitio de unién ribosomal gen 10

del bacteriofago T7.

El principal producto génico del fago T7, la ARN polimerasa T7 (T7ARNP) es una
enzima de subunidad uUnica, simple en comparacion con las ARN polimerasas

procariotas y eucariotas, que poseen multiples subunidades. Es capaz de realizar
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el ciclo transcripcional completo sin necesidad de proteinas adicionales y tiene una
alta especificidad hacia el promotor T7 sin afinidad hacia material genético no
relacionado. T7ARNP exhibe una alta procesividad ya que es capaz de polimerizar
miles de nucledtidos sin disociarse del ADN molde, se alarga aproximadamente

cinco veces mas rapido que la ARN polimerasa de E. coli (Borkotoky & Murali, 2018).

Otro componente de las construcciones disefiadas previamente en el laboratorio es
la secuencia de la proteina GB1. Esto es debido a que se requiere la fusion de esta
proteina para la expresion mas eficiente de proteinas pequefias (como la Cdl). Se
ha reportado que el dominio B1 de la proteina estreptocécica G (GB1) no solo
aumenta el nivel de expresion, sino que también mejora el plegamiento de proteinas
pequefias. Este sistema basado en un pequefio compafiero de fusidn es
comunmente utilizado para resolver el bajo rendimiento de expresién y la pobre
eficiencia de plegamiento de pequefias proteinas recombinantes expresadas en E.
coli (Cheng & Patel, 2004).

Para fines de deteccion y purificacion, también es necesario utilizar una etiqueta de
afinidad como la que contiene una cadena de polihistidinas (Hiss). En la histidina,
los grupos donantes de electrones en el anillo de imidazol, forman enlaces de
coordinacion con matrices de metales de transicion inmovilizados. Por lo tanto, los
péptidos que contienen secuencias de residuos de histidina consecutivos se
retienen eficientemente en matrices de columna IMAC (cromatografia de afinidad
con metal inmovilizado). Después del lavado del material de la matriz, los péptidos
gue contienen secuencias de polihistidina pueden eluirse facilmente ajustando el pH
del tampdn de columna o afiadiendo imidazol libre al tampdn de columna (Bornhorst
& Falke, 2000).

También se introdujo en la secuencia un sitio de corte enzimatico, de enteroquinasa
para el caso de p97 y p98, y de trombina para p99. La finalidad de una digestion
enzimatica posterior a la obtencion de las proteinas es la separacion de la Cdl del
resto del péptido, para la recuperacion de ese fragmento se decidié incluir la etiqueta

de polihistidinas después del sitio de corte en la construccion.
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Figura 14. Caracteristicas de las construcciones. Las construcciones incluyen la secuencia de la
proteina GB1, un sitio de escisidn enzimatica de enteroquinasa o trombina, una etiqueta de
polihistidinas, una secuencia enlazadora y la de Cdl. La secuencia completa de cada construccion
se encuentra en el Anexo A.

De acuerdo a resultados de proyectos recientes del grupo de investigacién Naglik
en los que se han estudiado la estructura y dinamica de la Cdl, se ha determinado
gue tiene una estructura predominantemente de alfa hélice (Figura 15) y que tiende
a la oligomerizacién y a la formacion de agregados de muy alto peso molecular. Lo
anterior se ha evidenciado mediante bioinformética (programas de prediccion de
estructura secundaria apartir de la secuencia), experimentos de dicroismo circular,

ultracentrifugacion analitica y cross linking (ver Apéndices A, C y D).
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Figura 15. Estructura de Cdl. La secuencia de Cdl cuenta con repeticiones del motivo hhxxhhx
presente en barriles alfa helicales. El arreglo de los aminoacidos en el péptido anfipatico favorece un
comportamiento de tipo transmembranal del ademas de que presenta un motivo K-x-x-K/R-x-x-K
caracteristico de péptidos que interaccionan con la membrana (ver Apéndice C) (Thomson et al.,
2014).

La adicion del detergente dodecilfosfocolina (DPC) da como resultado la formacion
de micelas que representan un modelo de membrana celular huésped a la que se
une la Cdl. Al unirse a las micelas, la Cdl se separa y el agregado de alto peso
molecular se desintegra (ver Apéndice D) (Figura 16). Esto evidencia la importancia
de la inclusibn de DPC en los vehiculos de las construcciones de Cdl en el
transcurso de los experimentos ya que es necesario evitar la formacion de
agregados para optimizar los procesos de purificacion y digestiébn enzimatica. Tanto
la enteroquinasa como la trombina se han probado con el detergente DPC y los
resultados muestran que la actividad de las enzimas no se ve afectada

significativamente. (Vergis & Wiener, 2011)
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Figura 16. Representacion de la intercalacion de Candidalisina a un modelo de membrana
celular (DPC) y su oligomerizacién dependiente de la concentracion de DPC. En ausencia de
detergente, Cdl forma agregados de pesos moleculares > 1 GDa (resultado no mostrado). Cdl forma
oligbmeros de diferentes tamafios dependiendo de la proporcién de péptido a detergente. Este
resultado se puede interpretar también de manera que Cdl forma oligémeros de tamafios més
grandes a medida que aumenta la concentracién de la toxina. Cdl forma oligdbmeros de bajo peso
molecular (dimeros y trimeros) y oligos de alto peso molecular (6, 7, 8, 9, 10-meros oligos) (ver
Apéndice A).

Durante el disefio de las construcciones utilizadas en este proyecto se tomé en
cuenta el impedimento estérico provocado por la micelay la manera en la que podria
estar afectando la reaccion de escisidbn enzimatica, es por esta razon que se
incluyeron enlazadores. El enlazador corto que se encuentra en p97 consta de 5
residuos y el largo que forma parte de p98 y p99 contiene 10 residuos, el propésito
de este enlazador es proporcionar mas longitud a la construccion para evitar el
impedimento estérico causado por la interaccion de Cdl con las micelas y facilitar la

unién de la enzima con su sitio de corte (Figura 17).
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Figura 17. Diferencia en las longitudes de los enlazadores y su efecto en la exposicion del
sitio de corte enzimatico de cada construccién. En las tres construcciones el sitio de corte se
encuentra fuera de la micela y con disponibilidad suficiente para que se lleve a cabo la reaccion de
escicion por su enzima correspondiente debido a los enlazadores.

5.2.1.2 Reaccion de PCR para la produccion de material genetico.

Se utilizé el método por Wu et al. basado en el uso de cebadores con cadenas
sencillas complementarias de 8 pares de bases con la finalidad de que el producto
de la reaccion en cadena de la polimerasa contara con estas cadenas y sea posible
la formacion del modelo de ADN pseudocilcico insensible a exonucleasas
caracteristico de la técnica para conseguir en la reaccién de EPSC un rendimiento
comparable al que se obtiene usando un modelo de ADN plasmidico(Wu et al.,

2007). Las sequencias de ADN utilizadas estan descritas en la el Anexo A.

Reactivos:

Las construcciones de ADN y los cebadores utilizados se obtuvieron de la compainia
Invitrogen. Se pepararon soluciones en agua esteril de 0.25 ng/pl para el ADN y de

10 uM para los cebadores. El resto de los reactivos se obtuvieron de la marca NEB:
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deoxinucleosido trifosfatos (ANTPs: dGTP, dTTP, dCTP y dATP, diluidos a 10mM

en agua), 5x tampon de reaccion Q5, 5X solucion potenciadora y la ADN polimerasa

de alta fidelidad Q5.

Protocolo:

Se empled el volumen de reactivos indicado en el protocolo descrito por NEB

tomando en cuenta que se requieren 2 PCRs para cada construcciéon de ADN a

amplificar. Se comenzé por una reaccion de 25 pl usando 4 construcciones para

confirmar la veracidad del metodo y posteriormente se aumenté la escala de la

reaccion a 400 pl.

1. Para 25 pl de reaccion se mezclan los reactivos de la siguiente manera:

5 pl tampon de reaccién 5X

0.5 ul dNTPs 10 mM

1.25 pl 1cebaor FW 10 mM
1.25 pl 10 cebador RV 10 mM

0.5 ul ADN 0.25 ng/ul

0.25 pl ADN polimerasa de alta fidelidad Q5

5 ul potenciador
11.25 pl H20

2. Ultilizar el siguiente programa de PCR:

Tabla 3. Ciclo de PCR a usar para la produccion de material genético apto para EPSC.

Paso Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 98°C 30 segundos

35 Ciclos 98°C 10 segundos
66°C 20 segundos
72°C 30 segundos

Extension final 72°C 2 minutos

Almacenamiento 4-10°C

3. Comprobar el exito de la reaccién por electroforesis de agarosa.
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5.2.1.3 Purificacion del producto de reaccion de PCR.

Para la concentracion y purificacion de los productos de las PCRs, se realiz6 la

precipitacion con etanol.

Reactivos:

AcONa 3M y EtOH 3M.

Protocolo:

1.

o 00k w N

7.

Adicionar 10% del volumen total de la reaccion de PCR de AcONa 3M (por
ejemplo, adicionar 40 pul 3M AcONa a 400 pl de reaccion de PCR de la
seccion 1.1.1)

Adicionar 3.1 volumenes de 90 % EtOH frio

Almacenar a -80°C por la noche

Peletear ADN a 14000 rpm por 30 minutos a 4°C

Separar sobrenadante

Dejar secar por 30 minutos (dejar tubos Eppendorf abiertos en la mesa para
gue se evapore el exceso de EtOH).

Redisolver ADN en 100 ul de agua

5.2.1.4 Reaccién de hibridacién de ADN

Después de haber purificado las reacciones PCR 1y PCR 2 para cada construccion

de ADN se debe realizar una mezcla de partes iguales de los productos purificados

para que se lleve a cabo la hibridacion de las cadenas cortas complementarias

adicionadas en los extremos y se forme el modelo de material genético

pseudociclico.

1.

Sistema automatizado NanoDrop. Se obtiene concentracion en ng/ pl.
Determinar concentracion de cada producto de PCR y mezclar en partes
iguales las PCR de cada construccion.

Ajustar a 100 nM

. Utilizar el siguiente programa de PCR.
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Tabla 4. Ciclo de PCR a usar para el proceso de hibridaciéon

Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 96°C 5 minutos
Hibridacion 25°C 5 minutos
Almacenamiento 4-10°C

5.2.2 Sintesis de candidalisina por EPSC.

La preparacion de los reactivos necesarios para la solucion energética y el extracto
cellular células se efectud con anticipacion ya que estos procedimiendos consumen
una cantidad de tiempo considerable. Por esta razén se produjo tanto el extracto
celular como la solucion energética y la solucién de aminoacidos en una mayor
cantidad para posteriormente ser almacenadas en alicuotas apropiadas para la
realizacion de reacciones de aproximadamente 200 pl. Después de optimizar la

reaccion se aumento su escala a 1 ml y posteriormente hasta 5 ml.
Protocolo:
1. Para 200 pul de reaccion se mezclan los reactivos de la siguiente manera:

40.6 pl H20

10.4 pl glutamato de potasio 2.5 M

10 pl diglutamato de magnesio 150 mM
12.8 pl 14x solucion energética

40 pl solucion de aminoacidos 5 mM

8 ul Polietilenglicol 8000 50%

20 pl 100 nM ADN

66.6 pl extracto cellular

2. Adicionar 100 o 50 pul de la mezcla anterior a cada pozo de una placa de 92
pOZos.

3. Mantener la placa en incubacion por 5 horas a 800 rpm y 30°C.
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5.2.3 Purificacion y preparacion de las construcciones

5.2.3.1 Purificacion IMAC

Una vez sintetizada la construccion con candidalisina, es necesario extraerla de los
productos obtenidos de la reaccion de EPSC utilizando la etiqueta de histidinas. Se
implemento la cromatografia de afinidad de metales inmovilizados (IMAC) para la

purificacion de proteinas recombinantes con una etiqueta de polihistidina.
Reactivos y materiales:

Preparar tampon de trabajo
1. Por cada 1.0 ml de reaccién de expresion in vitro, preparar 11 ml de Tampén
de trabajo de concentracion 20mM Tris pH 8, 100 mM NacCl, 3 mM DPC, 10

mM imidazol.

Preparar tampon de elucion
2. Por cada 1.0 ml de reaccion de expresion in vitro, preparar 3 ml de Tampoén
de elucion de concentracion 10mM Tris pH 8, 100 mM NaCl, 3 mM DPC, 250

mM imidazol.

Preparar la resina para la purificacion.
La capacidad de union a proteinas de la resina Ni-NTA es de 5-10 mg de

construccion con la etiqueta de afinidad polihistidinas por 1 ml de resina (resina
QIAgen).

3. Emplear 250 pl de Ni-NTA por cada ml de reaccion libre de células
(asumiendo un rendimiento 1 mg/ml). Al volumen total necesario de resina
dependiendo del volumen de reaccion de expresion in vitro se le refiere como
“volumen de columna”.

4. Transferir resina a las columnas y lavar con 20 volumenes de columna de
agua (la resina se almacena en EtOH al 20% en una suspensioén al 50% en
volumen, es decir, transferir 500 ul de suspension por 250 ul de resina)

5. Equilibrar la columna con 10 CV de tampdn de trabajo.
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Protocolo:

6. Mezclar 1 ml de tampon de trabajo 2x con 1 ml de reaccion in vitro. Guardar
10 ul para la muestra 0 de andlisis de electroforesis

7. Cargar la muestra en dos resinas Ni-NTA, recoja el flujo.

8. Vuelva a cargar el flujo a través de la columna de Ni-NTA y recoja.

9. Agregue 16 voliumenes de columna del tampdn de lavado

Eluir la proteina marcada con His.
10.Afnadir 1 volumen de columna del tampon de elucion.
11.Recoger el liquido con un Eppendorf etiquetado como E1
12.Repita el paso anterior 5 veces. (E2-E6)
13.Mezclar E1-E4 para intercambio de tampon.
14.Comprobar el éxito de la reaccion por SDS-PAGE y tincibn Coomassie.

5.2.3.2 Desalado/intercambio de tampon por exclusion molecular
Para favorecer la actividad enzimatica de la enteroquinasa se necesita un paso de
desalinizacion para eliminar el imidazol, disminuir la concentracion de NacCl y

agregar CaClz 2 mM.
Reactivos y materiales:

Se usaron las columnas de desalacion PD-10 para un volumen de desalaciéon de
2.5 ml.

Preparar tampon adecuado para la digestion enzimatica.
1. Preparar el tampdn de digestion con la concentracion de Tris 10 mM pH 8,
NaCl 50 mM, DPC 3 mM, CaCl2 2 mM.

Preparar la columna de desalacion PD-10
2. Retirar la tapa superior y vertir la solucion de almacenamiento de la columna.
3. Retirar el filtro superior con unas pinzas.
4. Cortar el extremo sellado de la columna por la muesca.
5. Colocar la columna de desalaciéon PD-10 en un tubo de 50 ml usando el

adaptador de columna.
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Equilibrio de columna
6. Llenar la columna con tampdn de digestion y dejar que entre completamente.
7. Repetir 3 veces y deseche el flujo.
8. Llenar la columna por quinta vez con tampon de digestion y centrifugar a
1000 xg durante 2 minutos.

9. Desechar el flujo.
Protocolo:

Aplicacion de muestra
10. Anadir la muestra (2.5 ml por columna) lentamente en medio de la cama

empacada.

Elucion
11.Coloque la columna de desalaciéon PD-10 en un nuevo tubo de 50 ml.
12. Eluir por centrifugacién 1000 xg durante 2 minutos.

13.Recoger

5.2.3.3 Digestiones enzimaticas
Una vez que la muestra obtenida de la EPSC se encontraba en un tampoén
adecuado para la reaccién enzimatica se llevd a cabo la digestion de las

construcciones con las enzimas respectivas a su sitio de ecision.

La enteroquinasa es una proteasa especifica que escinde después de la lisina en
su sitio de escisidn Asp-Asp-Asp-Asp-Lys. La enteroquinasa de NEB (New England
Biolabs) utilizada en el presente trabajo tiene una concentracion de 16,000
unidades/ml. Una unidad se define como la cantidad de enzima requerida para
escindir 25 pg de un sustrato MBP-EK-paramiosina-ASal hasta completar el 95% en

16 horas a 25 °C en un volumen de reaccion total de 25 pl.

Para cada ml de reaccion EPSC se tiene una produccion de aproximadamente 1mg

de proteina.
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Método:

1. Se adiciona 20 pl de enteroquinasa por cada ml de reaccion de expression
in vitro.

2. Seincubd a 25 °C en bafio de agua por la noche.

3. Se comprobo el éxito de la reaccion por SDS-PAGE vy tincion Coomassie.

La trombina es una valiosa herramienta bioguimica debido a su alta especificidad
proteolitica. Su sitio de escision Leu-Val-Pro-Arg-II-Gly-Ser (donde Il denota el sitio
de escision) se incorpora ampliamente dentro de la region enlazadora de proteinas
recombinantes etiquetadas por afinidad. La trombina de GE Healthcare usada en
este proyecto se preparé a una concentracion de una unidad por ul. Una unidad se
define como la cantidad de enzima requerida para escindir mas del 90% de 100 ug
de proteinas prueba en PBS a 22°C por 16 horas. La escicion generalmente se
completa después de tratamiento por la noche con menos de 10 unidades por mg

de proteina.
Método:

1. Se adicion6 20 ul de trombina por cada ml de reaccion de expression in vitro.
2. Seincubd a 25 °C por la noche.
3. Se comprobo el éxito de la reaccion por SDS-PAGE vy tincibn Coomassie.

5.2.3.4 Concentracion de la muestra por liofilizacion
Para obtener volimenes apropiados a las concentraciones requeridas para los

experimentos de actividad bioldgica en cultivos celulares se liofilizé la muestra.

1. Introducir la muestra en nitrégeno liquido (-196°C) para congelarla
2. Introducir la muestra congelada en uno de los recipientes de la camara de
sublimacién y conectar el vacio.

3. Dejar la muestra por la noche y resuspender en el volumen correspondiente.
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5.3 Evaluacién de la actividad biolégica de la construccion p99
5.3.1 Propagacion de celulas TR146

Se utiliza en el laboratorio la linea celular TR146 como un modelo de la mucosa
humana. Las células forman un epitelio estratificado indiferenciado, no

queratinizado, que comparte muchas caracteristicas de la mucosa bucal.
Reactivos:

1. Preparacion de medio DMEM que contiene 15% FBS (suero bovino fetal) con
1% Pen/Strep (Penicilina-Estreptomicina) en condiciones de esterilidad.

Protocolo:

Division de células
2. Las celdas deben tener una confluencia del 90-100% en frascos de cultivo
celular con un volimen de 25 mL de medio DMEM.
Retirar todo el medio del frasco de cultivo celular y lavar con 10 ml de PBS.
Retirar y agregar 4 ml de tripsina a 25°C
Incubar durante aproximadamente 20 minutos
Comprobar que las células se hayan desprendido
Agregar 8 ml de medio
Desprender células mezclando con pipeta

© © N o 0 b~ W

Transferir a un nuevo frasco de cultivo celular de 25 ml el volumen indicado
de suspension celular como se indica a continuacion.
10.Vol de suspension celular (del matraz completamente confluente) para
agregar/dias hasta que esté del 90-100% confluente

1 ml =4 dias
2 ml = 3 dias
3 ml =2 dias
6 ml=1dia

11.Completar el volumen de cada matraz a 25 ml

12.Incubar a 5% CO2 y 37°C por el tiempo requerido.
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Conteo de células: Método de contador celular automatizado

1. Repetir el proceso de division de células hasta el paso 8 y transferir
suspension cellular a un tubo falcon
Agregar 10 ul de suspension celular a un tubo eppendorf
Agregar 10 ul de azul tripano al mismo tubo y mezclar
Agregar 15 ul de solucion en cada lado de la placa para conteo celular
Encender el contador y colocar placa en el contador

Realizar un promedio de dos conteos

N o o bk w0 D

Agregar a un nuevo tubo falcon el volumen necesario para preparar una
suspension cellular de la concentracion adecuada para los experimentos
posteriores

8. Agregar el volume de medio requerido para llegar a dicha concentracion.

9. Transferir suspension cellular a las placas para los experimentos
10.Incubar a 5% CO2 y 37° por 24 horas.

5.3.2 Restriccion de suero.

Aunque el suero proporciona condiciones Optimas para el crecimiento celular, su
composicion variable representa un factor indeseable al realizar bioensayos. La
eliminacién del suero del medio de cultivo elimina las incégnitas conocidas y
desconocidas, reduce la interferencia analitica y proporciona condiciones
experimentales mas reproducibles. Ademas de reducir la actividad celular basal y
hacer que la poblacion de células en proliferacion sea mas homogénea (Pirkmajer
& Chibalin, 2011).

1. Retirar la placa de la incubadora
2. Reemplazar el medio de las placas con medio sin suero
3. Incubar a 5% CO2y 37°C por 24 horas.

5.3.3 Infecciones celulares
1. Adicionar a las placas los tratamientos correspondientes al experimento. Se
adiciona a los pozos el volumen indicado de construccion y de Cdl WTpara
llegar a las concentraciones de 15 uM y 40 uM. Adicionalmente, se utilizan

H20 y el vehiculo de la construccién como tratamientos control.
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2.

Incubar cada placa a 5% CO2 y 37° por los tiempos seleccionados de

infeccion.

5.3.4 Recoleccion de sobrenadantes y proteinas

1.

Preparar el volumen suficiente de tampoén de lisis (inhibidor de proteasas 2%
en tampén RIPA) para todos los pozos de la placa

2. Enfriar tubos Eppendorf indicados para almacenar el sobrenadante

9.

Retirar la placa de la incubadora al tiempo indicado, mantener la placa en
hielo para evitar la degradacion de las proteinas

Recoger el sobrenadante de los pozos y transferir a los tubos Eppendorf pre
enfriados

Centrifugar tubos Eppendorf a 1500 rpm por 10 min y posteriormente
transferir el sobrenadante a nuevos tubos Eppendorf, descartar sedimento
El sobrenadante puede ser almacenado a -20 °C o puede ser usado de
inmediato

Agregar PBS frio a los pozos de la placa para detener el funcionamiento de
las células y esperar 5 min

Eliminar PBS y agregar tampon de lisis (RIPA + inhibidor de proteasas). El
inhibidor de proteasa evita que las proteasas de la célula degraden las
proteinas. Esperar 5 minutos

Raspar la placa para eliminar las proteinas del fondo

10. Transferir contenido a tubos Eppendorf

11.Mantener en hielo durante 30 minutos

12.Centrifugar a 13.000 rpm durante 10 minutos a 4°C y recolectar los lisados

celulares (sobrenadante), descartar sedimento.

5.3.5 Evaluacion del dafio celular por ensayo de LDH

La medicion de la actividad de las enzimas citoplasmaticas liberadas por las células

dafiadas es un método comun para evaluar citotoxicidad. La lactato deshidrogenasa

(LDH) es una enzima estable que se encuentra en el citoplasma de todas las células

y se libera rapidamente cuando la membrana plasmatica es dafiada. La actividad

de LDH se puede cuantificar utilizando el nicotinamida adenina dinucleétido (NADH)
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producido durante la conversion de lactato en piruvato para reducir un segundo

compuesto en una reaccion acoplada a un producto con propiedades cuantificables.

Este protocolo mide la reduccion de una sal de tetrazolio amarilla, cloruro de 2-(4-

yodophenyl)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolio (INT), por NADH en un tinte rojo de

clase formazan soluble en agua por absorbancia a 492 nm. La cantidad de formazan

es directamente proporcional a la cantidad de LDH en el cultivo, que, a su vez, es

directamente proporcional al numero de células muertas o dafadas(Kumar et al.,

2018).

Protocolo: Kit de ensayo de lactato deshidrogenasa

A w NP

Preparar una dilucion 1:8000 del estandar en F-PBS

Agregar 100 pL de la dilucion estandar en los pocillos A1y A2 de la placa
Agregar 50 pL de F-PBS en los pocillos restantes de las 2 primeras columnas.
Realizar una dilucion en serie transfiriendo 50 L de Al a B1 y repetir hasta
G1. Desechar los 50 pL restantes dejando H1 libre para que el PBS actue
como una solucién en blanco (para la curva estandar)

Repetir el paso anterior de la dilucién en serie para la columna 2

6. Agregar 90 pL de PBS y 10 pL de la muestra (100 pyL en total) en las

9.

columnas 3,5y 7

Las muestras se preparan por duplicado: transferir 50 uL de solucién de las
columna 3 a la columna 4, transferir 50 uL de solucion de las columna 5 a la
columna 6, transferir 50 uL de solucion de las columna 7 a la columna 8
Agregar 50 pL de sustrato INT (para preparar, agregue 12 ml de tampén de
ensayo a la botella para disolverlo)

Incubar en la oscuridad durante 20 minutos

10. Aiadir 50 pL de solucion de paro y medir.
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6. Resultados
Con la finalidad de presentar los resultados obtenidos en forma secuencial, estos
se presentan en tres secciones. En la primera se identificd la construccion que
presenta mejores rendimientos de EPSC y mayor eficacia al procesamiento
enzimatico. En la segunda seccién se optimizd el protocolo de produccion de
muestras por EPSC para estudios estructurales por RMN. Por ultimo, se evalud la
actividad biolégica de la muestra obtenida para confirmar su similitud con la Cdl WT.
Las construcciones fueron disefiadas para encajar en la siguiente estructura de

purificacion y preparacion de la muestra para RMN (Figura 18).
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Figura 18. Método general a seguir para la purificacidon y preparacion de muestra de Cdl para
RMN. En primera instancia, se expresa la construccion por EPSC a una cantidad suficiente y se
purifica por IMAC con la etiqueta de histidinas, posteriormente se lleva a cabo un cambio del tampoén
de trabajo ya que, es necesario crear las condiciones Optimas para una escision enzimatica de las
construcciones y asi obtener la construccién procesada. A continuacion, con la finalidad de recuperar

la seccion de la construcciéon en donde se encuentra la secuencia de la candidalisina después de la
digestion enzimatica, se realiza otra purificacion por afinidad.
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6.1 Optimizacion de lareaccion de sintesis de Cdl sin células

Para la optimizacion del proceso de sintesis recombinante de Cdl se llevaron a cabo
experimentos destinados a la determinacion de la construccién 6ptima para obtener

el mayor rendimiento.

6.1.1 Generacion del templado de ADN para la reaccion in vitro por medio de
la técnica de amplificacion por PCR.

En un principio se intentd realizar la reaccion in vitro con un vector pET y no se
expreso la Cdl. Se realizé un ensayo en donde se compar6 la EPSC de proteina
fluorescente verde (GFP) con material genético plasmidico pET, pRSETA y ADN
lineal amplificado por PCR en donde se determin6 que este Ultimo tenia mayor
expresion de GFP (Grafica en seccion de Material Adicional). Es por lo anterior que
se decidi6 usar el método de amplificacion de ADN para obtener el material genético

a usar en la reaccién de sintesis de proteinas sin células.

Se hicieron 2 PCRs por construcciéon: Una con los cebadores 1y 4 y otra reaccion
con los cebadores 2 y 3. Se comprobé por electroforesis de agarosa el éxito de la
reaccion de PCR de 400 ul antes del paso de hibridacion necesario para la
formacién del ADN pseudociclico de cada construccion. En el gel (Figura 19) se
observaron las lineas en los carriles para cada una de las PCRs en la posicion
correspondiente al tamafio de las construcciones. En la amplificacibn de cada
version de las tres construcciones, se obtuvo con éxito material genético de todas

para proseguir con el procedimiento de EPSC.
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Figura 19. Electroforesis de agarosa de los productos de PCR para cada construccion.

6.1.2 Optimizacién del volumen de la mezcla de reaccion y de las condiciones
de almacenamiento del producto.

Se hicieron pruebas para la reaccion de EPSC en dénde se agregaron 50 y 100 pl
de la mezcla de reaccién a los pozos de placa. De igual forma se realizé una
comparacion visual de un producto de reacciéon EPSC inmediatamente después de
su obtencion (Figura 20A) con un producto de reaccion almacenado a -20°C por la
noche (Figura 20B). Se realiz6 SDS Page y Western Blot para visualizar el éxito de
la reaccion EPSC y determinar la condicion de almacenamiento y el volumen con el
cual se obtiene un mejor rendimiento. Se observé un rendimiento mejor con el
volumen de 50 ul en ambas condiciones de almacenamiento, por lo que se decidio
continuar usando este volumen para procedimientos posteriores (Figura 20 Ay B).
Asimismo, se observé la agregacion de p99 en el caso de la congelacion de la
muestra para su almacenamiento por la noche y descongelacion posterior (Figura
20B). Como consecuencia se optdé por programar los procesos de EPSC vy
purificacion 1 en el mismo dia para evitar la pérdida de producto por su agregacion.
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Figura 20. Inmunodetecciéon de la construccién p99. Se prob6 una reaccién de 200 pl de EPSC
adicionando volimenes de 50 ul y 100 ul a la placa y en diferentes condiciones de almacenamiento
para la construccion p99. A. Producto de EPSC del dia 2. B. Producto de EPSC del dia anterior (dia
1) que se almacend a -20°C por la noche.

6.1.3 Identificacién de la construccion Optima: Evaluacion de eficacia de
expresion, purificacion y digestiones enzimaticas de las contrucciones
disefiadas.

Se hizo una comparacion del rendimiento de la reaccibn de EPSC de las 3
construcciones. Se llevé a cabo la reaccién de p97, p98 y p99 en mezclas de
reaccion con volumen total de 200 pl. Se visualiz6 el éxito de la reaccion, el progreso
de la purificacion y el rendimiento por SDS Page, tincion Coomassie y Western Blot
(Figura 21).
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Figura 21. Visualizacién de la Purificacion IMAC de los productos de EPSC de cada
construccion. Tinciébn de Coomassie para las construcciones p97, p98 y p99 A. Western Blot anti-
His (P99 B). P= Producto de la reaccion EPSC, FT= Flow through: fraccion que no se unid a la
columna. W= Lavados. E= Eluciones. D= después de los procedimientos de desalado/cambio de
tampon para la digestion enzimatica por columnas PD-10.

Los rendimientos de la reaccion EPSC de 200 pul para cada construccion después
de los procedimientos de desalado (Fraccion D) se presentan a continuacion:

p97: 0.274 mg/ml

p98: 0.484 mg/ml

p99: 0.512 mg/ml

En las imagenes anteriores se observa que para el caso de las 3 construcciones la
reaccion de EPSC se llev6 a cabo con éxito y se obtuvo el péptido deseado a partir

de las construcciones de ADN (Figura 21). Asimismo, se aprecia el progreso del

80



proceso de purificacion en los geles tefiidos con azul de Coomassie y se confirma

la presencia de la construccion de interés en el WB anti His (Figura 21 p99B).

Para el caso de la construccion p97 se observo que en las eluciones se detecto
mucho menos péptido en comparacion a las fracciones E de p98 y p99 (Figura 21).
Estas dos ultimas tienen un resultado similar, mostrando la elucién de una mayor
cantidad de construccion en la segunda elucion. Por la intensidad de las lineas que
se observan en los geles, se obtuvo una cantidad de p98 y p99 similar de las
fracciones E en conjunto. En cuanto al rendimiento final, posterior al proceso de
desalado, se observa un mejor rendimiento en el caso de la construccién p99 ya
que la linea en el carril D es mucho mas oscura que en los geles de otras
construcciones, lo anterior se confirma con los resultados numeéricos obtenidos

donde se observa que se produce casi el doble de esta construccién que de p97.

Se probaron las enzimas trombina y enterocinasa con sus respectivas
construcciones (p97 y p98 tienen un sitio de corte de enteroquinasa y p99 de
trombina) y se evaluo la cinética de la reaccion para determinar con cuéal de las
construcciones la reaccion se lleva a cabo al 100% en la menor cantidad de tiempo.
Las construcciones originales se escinden de manera que se separa la seccion del
péptido que contiene la Cdl, los enlazadores y la etiqueta de histidinas (construccion
procesada: p97p, p98p, p99p) de la seccidn con la secuencia de GB1 y del sitio de

corte enzimatico (GB1).
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Figura 22. Digestion enzimatica de p97 y p98 visualizada por tincién con azul de Coomassie.
Se tomaron muestras a los tiempos: 0, 0.5, 1, 2, 4, 7 horas y n=al dia siguiente.

Como se observa en el gel de p97, la escicidon enzimatica por enteroquinasa inicié
desde las 0.5 horas y la digestion del péptido terminé a las 4 horas, ya que en este
carril no se observo la banda del péptido original. Para la construccién p98 se
observo que las lineas fueron mucho mas gruesas e intensas que las de p97, lo cual
evidencié un mejor rendimiento de la reaccién de EPSC. En este caso la reaccion
con trombina inicié también desde las 0.5 horas y en el carril de la muestra que se
recolecto a las 7 horas se observa la escisidbn completa. La fraccion mas grande es
la de GB1 (antes de los sitios de corte de las enzimas) y la linea de menor peso
molecular de hasta abajo del gel fue la Cdl con los enlazadores y la etiqueta de
histidinas (p97p o p98p) (Figura 22).
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Figura 23. Digestion enzimatica de p99 visualizada por tincién con azul de Coomassie en gel
de acrilamida 14%. Se tomaron muestras a los tiempos: 0, 0.5, 1, 2, 4, 7 horas y n=al dia siguiente.

La reaccion enziméatica de escicién de p99 con trombina fue muy rapida ya que,
como se observa en el gel, la digestién del péptido comenzo6 inmediatamente y a las
0.5 horas se observé que queda s6lo un poco de la construccion original, la reaccién
es completada en el transcurso de una hora lo cual determina que p99 es la
construccion con la que se lleva a cabo la escision mas rapidamente. En estos geles
se observo también la diferencia en cantidad de producto obtenido por la reaccién
de EPSC, p97 tuvo un rendimiento menor que p98 y p99. Al comparar las
construcciones p98 y p99 se observo que se obtuvo mayor cantidad de producto en
el caso de la reaccion de sintesis de p99 sin células, ya que las lineas de la parte
inferior del gel, que corresponden a la parte del péptido que contiene a la Cdl, fueron

MAas gruesas y oscuras que las de p98 (Figura 23).
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Después de la digestion enzimatica se realizé otra purificacion por afinidad para
recuperar el fragmento del péptido que contiene la candidalisina, ya que el

fragmento que contiene la etiqueta de histidinas es el mismo contiene la CdlI.
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Figura 24. Visualizacion de la Purificacion IMAC de los productos de la digestion enzimatica.
Tincién con azul de Coomassie. FT= Flow through: fraccion que no se unié a la columna. W=

Lavados. E= Eluciones.

Se logré de manera eficiente la separacion de las construcciones procesadas de la

seccion GB1 después de la escision enzimatica. Se observo en los tres geles que
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en los carriles FT, W1y W2 fue cuando eluy6 la seccion GB1 y en las eluciones 2 'y
3 fue donde eluy6 la mayor parte de las construcciones procesadas. De nuevo se
distinguié una menor intensidad en las lineas de la purificacion de p97, lo cual es
consistente con los resultados en procedimientos anteriores que evidencian una
menor cantidad de péptido obtenido en comparacion con p98 y p99. En el caso de
las ultimas dos construcciones, no se observo una diferencia en cuanto a la

intensidad de las lineas para este procedimiento de purificacién (Figura 24).

Se determiné el gasto economico que implicaria cada una de las enzimas como

consideracion para la eleccion de la mejor construccion.

Asumiendo una recuperacion de 1 mg de producto (p99p) por cada ml de EPSC.

Xumol 199 _( 1umol )( 1 mol ) 1073 g (1mg)(5 ! cell )
Hmol p99p = (166 mo1) \5359.26 g/ \ Tmg ) \Tmp) O M cell freerxn

= 0.933 umol p99p se obtiene por cada EPSC de 5 ml

La enzima que escinde a p99 es la trombina. La indicacién del fabricante es la
siguiente: 1 U es la cantidad de enzima requerida para escindir mas del 90% de 100

ug de proteinas prueba (fusién de 38 kDa) en PBS a 22°C por 16 horas.

Xumol proteina prueba (pp) = (

1umol )(1 mol) 107%g
10=°mol/\ 38 g 1ug

) (100 ug pp)

= 2.63 umol pp

1 U de trombina es requerida para escindir mas del 90% de 2.63 umol pp. Para

escindir 0.933 umol de p99p se requieren:

1U

XU = (—
2.63 umol pp

) (0.933 umol p99p) = 0.355 U se necesitan por cada 5 ml EPSC

El precio registrado de esta enzima de la marca utilizada GE Healthcare es de
$0.274 por U ($137 USD/ 500 V)

0.355 U = $0.0973 USD costo de trombina para cada EPSC de 5 ml.

Asuminendo una recuperacion de 1 mg de producto (p98p) por cada ml de EPSC.
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Xumol 999 _( 1umol )( 1 mol ) 1073 g (1mg>(5 ! cell )
Hmol P99 = \1576701) \5302.21 g/ \ Tmg ) \Tmp ) © T cell freerxn

= 0.943 umol p98p se obtiene por cada EPSC de 5 ml

La enzima que escinde a p98 es enterocinasa. La indicacion del fabricante es la
siguiente: 1 U cantidad de enzima requerida para escindir 25 pg de un sustrato MBP-
EK-paramiosina-ASal (42.5 kilodaltons Maltose Binding Protein) hasta completar el

95% en 16 horas a 25 °C en un volumen de reaccion total de 25 pl.

) 1umol \ /1mol\ (1076 g
Xumol proteina prueba (pp) = (10_6 mol) (42 z g) 119 (25 ug pp)

= 0.588 umol pp

1 U cantidad de enteroquinasa es requerida para escindir el 95% de 0.588 umol pp.

Para escindir 0.943 umol de p98p se requieren:

1U

XU-= (—
0.588 umol pp

) (0.943 umol p99p) = 1.60 U se necesitan por cada 5 ml EPSC

El precio registrado de esta enzima de la marca utilizada NEB es de $0.19 per U
($487 USD/ 2560 V).

1.60 U = $0.301 costo de enteroquinada por cada 5 ml de EPSC
El uso de la trombina implica un gasto menor de acuerdo a los resultados anteriores.

Después del procedimiento anterior, se escald la reaccion EPSC a 5 ml y se optd
por la construccion p99 ya que es con la que se obtuvo una mayor cantidad de
proteina de acuerdo a los geles de la primera purificacion IMAC y la digestion
enzimatica. Adicionalmente, los resultados obtenidos indican que con esa
construccion la digestién enzimatica con trombina se completé mas rapido e implica
un menor precio, lo cual podria favorecer la experimentacién de manera practica y

econdmica.
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6.2 Optimizacion del protocolo de produccién de muestras por EPSC para

estudios estructurales por RMN.

6.2.1 Primer procedimiento

Purificacion y procesamiento
de la muestra

Reaccidn Reaccidn
PCR EPSC Purificacion por afinidad Ni-MTA
Tampan de elucion
p99 250 mM Imidazol
400 L oprs.omL ——» 10 mM Tris
100 mM NaCl
3 mM DPC

.

Desalado PD-10
g eliminar imidazol
o afiadir CaCl;

|

Digestion enzimatica
Trombina

Preparacion
de la muestra

L J
Purificacion por afinidad Ni-NTA 2
Tampan de elucion 2
250 mM Imidazol

Desalado PD-10
Cambio de tampon a:

10 mM Tris Tampan AMBIC
10 mM AMEIC
50 mM MaCl 3 mM DPC
3 mM DPC l
Liofilizacion

Resuspendido en H, O

v

Cambio de tampon PD-10 a:
Tampdn para ensayos de actividad
20 mM Tris
A0 mM MaCl
3 mM DPC

!

87 uM

Figura 25. Procedimiento de purificacién, procesamiento y preparacion de la muestra. El
procedimiento se llevé a cabo en 3 pasos de desalado o cambio de tampén y con un rendimiento

final de 87 uM.

A partir de una reaccién PCR de 400 pul de p99 se llevo a cabo la EPSC de 5 mly la

primera purificacion por afinidad para recuperar el péptido obtenido.
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Figura 26. Visualizacién de la Purificacion IMAC de p99, producto de unareaccién EPSC de 5
ml cuya purificacion se realizé en 2 columnas Ni-NTA de 2.5 ml cada una. Tincion Coomassie.
P= Producto de la reaccion EPSC, FT= Flow through: fraccién que no se uni6 a la columna. W=
Lavados. E= Eluciones.

Se observo en el gel la obtencion exitosa de muestra suficiente del péptido p99 a
partir de la EPSC de 5 ml asi como el progreso de su purificacién en cada una de
las fracciones. Se observé la presencia del péptido expresado de interés

principalmete en las eluciones 2 y 3 (Figura 26).

Se llevo a cabo un desalado a partir de columnas PD-10 y posteriormente la

reaccion de digestion enzimatica de la construccion.
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Figura 27. Digestion enzimética de p99 visualizada por tincion Coomassie en gel de acrilamida
14%. Se tomaron muestras a los tiempos: 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4y 4.5 horas.

Se observé en la imagen del gel de acrilamida que la reaccion se completé desde
la primera hora y de hecho tiene un progreso casi completo desde los 30 min (Figura

27). Se obtuvo de manera exitosa el fragmento p99p, que contiene la secuencia de

Cdl, del péptido p99.

El péptido p99 es escindido en los fragmentos p99p y GB1, para recuperar la

muestra de Cdl para estudios posteriores se realizé la segunda purificaciéon por

afinidad.
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Figura 28. Visualizacién de la Purificacion IMAC de los productos de la digestién enzimética.
Tincion con azul de Coomassie. FT= Flow through: fracciébn que no se unié a la columna. W=
Lavados. E= Eluciones. D= producto del cambio de tampdn o desalado por PD-10.

Se visualizé la separacion exitosa de los fragmentos obtenidos de la escision
enzimatica de p99, se observa la presencia de GB1 en la fraccion que no se uni6 a
la columna y a p99p en las eluciones E2 a E4 (Figura 28). Después de la
recuperacion de p99p se realizé un cambio de tampon a tampdn AMBIC, se liofilizé
la muestra para la evaporacion del AMBIC y se cambi6 de nuevo el tampon a uno
apropiado para los experimentos posteriores que contiene 20 Mm Tris, 50 mM NacCl,
3 mM DPC (TEA).

Al cuantificar la muestra obtenida del procedimiento 1 se obtuvo una muestra con

concentracion 87 pM.

6.2.2 Ensayo de actividad de p99p obtenido a partir del procedimiento 1 vs
Candidalisina WT.
Se evalud el dafo celular por el ensayo LDH de p99p obtenido a partir del

procedimiento anterior, que aun cuenta con DPC en el tampdn TEA. Se realizaron

90



2 repeticiones de un experimento de 4 tratamientos en los cultivos celulares: p99p
en TEA (15 uM), TEA, CdI (15 uM) en TEA, H20.

Ensayo de LDH. Procedimiento 1.
300
250
200
150 :
100

50

p99p Cdlen TEA Cdl TEA H.O

Figura 29. Evaluacion de dafio celular por Ensayo LDH de p99p del Procedimiento 1. Los

resultados muestran el promedio de 2 determinaciones + E.E.

Se reporta una alta concentracion de LDH en los tratamientos de las células con el
TEA Unicamente, la toxicidad de los compuestos presentes en €l provoca ruido en
el experimento y no fue posible determinar el dafio celular de Cdl y p99p, ya que
estas muestras también contienen TEA y éste provoca dafio a los tejidos por si solo
(Figura 29).

6.2.3 Segundo procedimiento

Para evitar los contratiempos del procedimiento anterior se procedié con un disefio
de purificacion sin pasos de cambio de tampdén y se opté por una dilucién del
imidazol para favorecer la reaccion enzimatica y reducir la pérdida de péptido por

los desalados con columnas PD-10.

Para los ensayos de actividad se cambio el tampdn a agua para descartar el dafio

celular por el vehiculo como en los ensayos de actividad anteriores.
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Al cuantificar la muestra obtenida del procedimiento 1 se obtuvo 211 uM.

Reaccidn

FPCR

400 L

—>

Reaccion
EPSC

ahrs.5mL ———»

Purificacién y procesamiento
de la muestra

Purificacion por afinidad Ni-NTA
Tampan de elucion
250 mM Imidazol
10 mM Tris
50 mM MNacCl
3 mM DPC

v

Dilucion del imidazol a 30 mM
Tampon de dilucicn:
10 mM Tris
50 mM NaCl
2 mM DPC
2 mM CacCls

'

Digestion enzimatica

Trombina
l Preparacion
Purificacion por afinidad Ni-NTA 2 de la muestra
Tampan de elucion 2 I
250 mM Imidazol iofilizacion

10 mM Tris » Resuspendido en Ha0O

50 mM NaCl

3 mM DPC l

Cambio de tampdn PD-10 a:
H.0
211 pMm

Figura 30. Procedimiento de purificacidén, procesamiento y preparacién de la muestra optimizado.

6.3.4 Ensayo de actividad de p99p obtenido a partir del procedimiento 2 vs
Candidalisina WT.

Para este ensayo se utilizé6 agua como vehiculo de p99 y Candidalisina WTpor lo

que se incluyé un tratamiento con uUnicamente H20O. Se realizO también un

tratamiento con Tritdn, un detergente ampliamente utilizado para la llisis celular.

Este ultimo tratamiento consiste en un control de 100% lisis celular ya que se libera

la maxima cantidad de LDH, usando este resultado como referencia, se expresan

los resultados del resto de los tratamientos en % lisis celular.
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Figura 31. Evaluacion de dafio celular por Ensayo LDH de p99p del Procedimiento 2. Los

resultados muestran el promedio de 3 determinaciones + E.E.

Se observa que el tratamiento con mayor lisis celular es el de la Cdl WT a 70 uM
seguido por p99p a la misma concentracion. En la concentracion de 15 uM se
observa una similitud en el dafio celular provocado por Cdl y p99p mientras que en
la menor concentracion de 3 uM se observa un dafio mayor provocado por p99p

comparado con la Cdl WT (Figura 31).
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7. Discusion
C. albicans es uno de los hongos patdégenos humanos mas importantes, ya que
provoca una amplia variedad de infecciones en millones de personas en el mundo.
Estas varian desde infecciones superficiales mucocutaneas hasta infecciones
invasivas y diseminadas con alta mortalidad, principalmente en individuos
inmunocomprometidos (Camilli et al., 2020). La candidiasis oral es la infeccion
micética mas comun de la cavidad oral en humanos y C. albicans representa mas
del 90% de los aislados clinicos (Colombo et al., 2013; L. Hu et al., 2019). La mucosa
en la cavidad oral es el tejido més susceptible a una enfermedad sistémica adquirida
por lo que es de extrema importancia el entendimiento de la interaccion compleja
entre C. albicans con el huésped en las superficies mucosas y los factores que

determinan el estado comensal y patogénico del hongo (L. Hu et al., 2019).

C. albicans también se ha relacionado con una variedad de enfermedades
inflamatorias, a las que anteriormente se se ha considerado incidental. Sin embargo,
estudios recientes proporcionan perspectivas que sugieren la capacidad de C.
albicans de potenciar la patologia en estos casos. El potencial de la infeccion para
contribuir a varias comorbilidades se hace cada vez mas evidente conforme
aumentan los conocimientos respecto a este hongo. La induccion de la sefializacion
mediada por la IL-17, la ruptura de las barreras epiteliales y la activacion de factores
asociados al cancer son los ejemplos mas convincentes de su capacidad para

contribuir a la enfermedad (Ho et al., 2021).

En el 2016, Moyes et al. descubrieron la Cdl, la primera toxina citolitica peptidica
que ha sido identificada en cualquier patégeno fungico humano. Su identificacion y
estudio por el Laboratorio Naglik en King’s College London se reconoce como un
avance pionero en el campo de la microbiologia con gran influencia en temas de
salud publica e investigacion. La Cdl es secretada por la forma patogénica de C.
albicans y facilita la patogenicidad al actuar como un factor de virulencia clasico,

pero también contribuye a las respuestas inmunitarias antifangicas.

Esta nueva toxina fue identificada como la clave que representa el enlace del dafio

celular con la formacion de las hifas. La hipotesis actual es que Cdl dafa la
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membrana de células epiteliales directamente por intercalacion, formacion de poros
y permeabilizacion, provocando la liberacion de contituyentes del citoplasma. Se ha
determinado que la toxina es tanto un activador de caspasa-1 dependiente del
inflamasoma NLRP3 via eflujo de potasio, como conductora clave de la citolisis
independiente del inflamasoma de macroéfagos y células dendriticas. Asimismo, se
ha identificado como inductora de alarminas y PA clave para la defensa antifungica.
Ademas de que tiene un papel critico en la inflamacion, reclutamiento de neutroéfilos

y patologia en candidiasis vulvovaginal (Ho et al., 2020; Kasper et al., 2018).

Es de gran importancia el estudio de la Cdl por biologia estructural ya que esto nos
permite obtener mas informacién con resolucion atomica para comprender sus
funciones y su comportamiento con la finalidad de que en un futuro cercano se

desarrollen vacunas o inmunoterapias para combatir las infecciones por las Candida
spp.

Debido a que la Cdl tiene funciones muy importantes durante la infeccién por C.
albicans, existe interés en su estudio mediante biologia estructural por el grupo del
Dr. Naglik. La capacidad de dilucidar la estructura y la funcion de las moléculas
bioldgicas tiene gran importancia en diversos ambitos. Principalmente en la
posibilidad de abordar problemas de salud publica como lo es la candidiasis y, en
este caso, la identificacién de agentes terapéuticos 0 mecanismos para inactivar la
Cdl.

El descubrimiento de esta toxina plantea multiples preguntas respecto a la
patogenicidad de los hongos. Por los tanto, es fundamental descifrar la estructura
del péptido ya que ello podria ayudar a elucidar su funcién y el papel que tiene en
la infeccién (Boodhun, 2018).

La finalidad del presente proyecto fue la optimizacion del proceso de obtencion de
muestras apropiadas para RMN mediante la expresion recombinante de la Cdl con
el etiguetado isotépico °N y 13C por el sistema de EPSC, del inglés cell-free.
Ademas de determinar la actividad biologica de ésta Cdl resultante y compararla
con la Cdl WT.

95



Anterior a este trabajo de tesis, se intento en el laboratorio Naglik la expresion de
Cdl tanto en bacteria (E. coli) como en levadura (P. pastoris) sin éxito debido a su
toxicidad. Se han publicado anteriormente bajos rendimientos en la expresion de
proteinas recombinantes en organismos vivos, particularmente de toxinas ya que
las células frecuentemente inhiben su produccion o inactivan su toxicidad para su
supervivencia (Rosano & Ceccarelli, 2014; Saida et al., 2006). El sistema de EPSC
tiene muchas ventajas ya que elimina esta inconveniencia junto con muchas otras
limitaciones asociadas a la viabilidad celular, ademas de que permite mayor control
de la reaccion y una purificacion mas sencilla. Asimismo, con este sistema se
producen directamente proteinas marcadas para la posterior determinacién
estructural por RMN (He et al., 2011; Wilding et al., 2018).

El método de amplificacién por PCR utilizado para generar un modelo de material
genético insensible a nucleasas fue importante, ya que el uso de las cadenas cortas
complementarias para inducir la ciclacion del ADN da como resultado un modelo
pseudociclico con rendimientos en la reaccion EPSC mucho mejores que con la
utilizacién de ADN plasmidico en experimentos realizados en el laboratorio por el
Dr. Kichik. EI ADN pseudociclico es mas estable ya que se encuentra protegido de
la degradacion por enzimas presentes en el extacto celular. Debido a esto, las
construcciones creadas con la secuencia de Cdl fueron amplificadas por este

meétodo para su uso posterior como modelo de material genético de EPSC.

Es posible que la diferencia en cantidad de producto de la reaccion EPSC de
acuerdo al volumen de mezcla de reaccion se atribuya a la diferencia en oxigenacion
de las reacciones. Al tener un menor volumen dentro de un pozo comparado a otro,
el pozo con menor contenido tendra mayor cantidad de espacio vacio al ser tapado,
por lo que la oxigenacion en el transcurso de la reaccion es mayor que la del pozo
gue se encuentra mas lleno de mezcla de reaccioén. El oxigeno, al estar implicado
en la mayoria de los procesos bioquimicos aerébicos, afecta las funciones celulares
como la sintesis de proteinas. Especificamente se ha demostrado en estudios de
analisis de la influencia de la concentracion de oxigeno en el EPSC, que la reaccion

muestra un alto rendimiento a las condiciones atmosféricas de oxigeno y con el
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aumento de la concentracion de éste, dentro del rango 10% a 70%, la tasa de

sintesis de proteinas aumenta también (Lin et al., 2020).

Se hicieron pruebas para determinar si era favorable el almacenamiento a -20°C por
la noche del producto obtenido de la reaccién EPSC. Lo anterior era conveniente
experimentalmente ya que el tiempo de incubacién para la EPSC es de 5 horas y el
proceso de purificacion inmediato a la EPSC require de 3 a 4 horas adicionales, por
lo que se decidio verificar si el almacenamiento a -20° del producto por la noche
respresentaba una opcion para la optimizacion del proceso de preparacion de
muestras para RMN. El resultado arroj6é claramente que existe una agregacion de
p99, ya que se observa la formacion de oligbmeros de alto peso molecular que se
retienen en la parte superior del gel. Es posible que al congelar la muestra y
disminuir la solubilidad de la mezcla de reaccion p99 junto con la gran cantidad de
proteinas presentes en el extracto celular, éstas tienden a agregarse
irreversiblemente y precipitar en el ambiente de reaccion de EPSC. Adicionalmente,
ha sido demostrada la tendencia de Cdl a formar agregados de alto peso molecular
(Apéndice A). Por lo anterior, es posible que p99 tienda a agregarse en el ambiente
de reaccién de EPSC ya que aun no se ha cambiado a un medio que incluya un
componente que permita la dispersion del péptido por su intercalacion a modelos
de membrana celular, como lo es el detergente DPC que se incluye a partir de la

purificacion de p99.

Se procedié con las condiciones de volumen de reaccién y almacenamiento
optimizadas a realizar la EPSC son las 3 construcciones disefiadas para el proyecto.
Una diferencia sustancial entre ellas es su longitud, ya que la construccién p97 mide
560 pb mientras que p98 y p99 mide 566 pb. Tomando en cuenta la obstruccién
estérica provocada por la micela que representa el modelo de membrana celular
gue se utiliza para evitar la agregacion de la Cdl en los experimentos, se agregaron
enlazadores a las construcciones con la finalidad de dar longitud al péptido y que el
sitio de escision enzimatica sea accesible para las enzimas respectivas. Las
secuencias de las construcciones son muy similares, ademas de los sitios de corte

enzimatico para enzimas diferentes. La Unica diferencia es que las construcciones
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p98 y p99 tienen un enlazador mas largo de 30 pb que el de p97 de 15 pb (Anexo
A). A lo anterior se atribuyen las diferencias en las reacciones EPSC que se
observan entre las construcciones. Al ser mas corto, es posible que el péptido p97
sea expresado mas rapidamente, lo cual llevaria a una agregacion de los péptidos
en la secciéon de Cdl, lo cual impide que se exprese mas. Otra posibilidad es que la
longitud del mMARN que se transcribe a partir del ADN adicionado a la reaccion EPSC
sea de tamafio desfavorable para que se realice la traduccion simultdnea. Es
probable que para este péptido no haya espacio para que los ribosomas se unany
se sintetice la proteina de manera sincronica a la transcripcién, lo cual afectaria la
velocidad en la que se sintetiza el péptido mas corto en comparacién con los demas,
que mostraron una mayor produccion de péptido en la reaccién. Por los resultados
obtenidos en esta seccion, se establece que las 3 construcciones se expresan
exitosamente con el método y tanto p98 como p99 son construcciones convenientes
para obtener la mayor cantidad de péptido posible. En las purificaciones se observa
la presencia de las construcciones en los carriles de FT y de los lavados lo cual
representa una pérdida de producto por una retencién ineficaz en la columna de las
construcciones por su etiquieta de polihistidinas, lo anterior puede atribuirse a error
humano en la preparacion de la columna, ya que en los procedimientos posteriores

no se observo esta incidencia.

Es necesaria la escision del péptido recuperado del procedimiento anterior (p99)
para obtener la construccion procesada sin la secuencia de GB1 (p99p). En cuanto
a la reaccion enzimatica, se observo claramente en nuestras condiciones de
experimentacion que el uso de trombina tiene un resultado mas conveniente a la
enterocinasa ya que la reaccion llega a completarse en un corto periodo de tiempo,
lo cual permite realizar la recuperacion de p99p el mismo dia y acorta el proceso de
produccion de la muestra. El uso de trombina para la preparacion de muestras para
RMN en un futuro resulta favorable en el aspecto econémico, ya que el precio
registrado de la trombina utilizada de la marca GE Healthcare es de $0.274 USD
por U. Tomando en cuenta que se requiere 1 U para escindir 26.31 umol de muestra,
se requiere de 0.355 U para la digestidon del producto de una reaccion EPSC de 5

ml de p99p (aproximadamente 0.933 umol tomando en cuenta un rendimiento de
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1mg/ml de reaccion), que resulta en un total de al menos $0.096 USD. Este precio
resulta considerablemente menor al de la enterocinasa que resulta en $0.301 USD
por cada EPSC de 5ml, ya que se necesitan 1.59 U de $0.19 USD cada una.

Para la optimizacién del proceso de purificacion y preparacion de la muestra se uso
la construccion p99 ya que ademas de que se obtiene mejor rendimiento tiene el
sitio de corte de trombina. Se escalé la reaccion EPSC a 5 ml pero se obtuvo al final
una cantidad de 87 uM de p99p en 100 pl, lo cual no resulté suficiente para preparar

los tratamientos para el experimento en cultivo celular.

En la primera purificacién del producto de EPSC se observa un buen progreso de la
purificacion, sin pérdidas de p99 en los carriles del gel de FT y de los lavados
(Figura 24). Lo cual indica una correcta retencién del péptido en la columna por la
etiqueta de histidinas. Se piensa que la pérdida de producto sucede a partir del
primer paso de desalado que se realiza posterior a esta purificacion. EI cambio de
solucién reguladora de pH es importante en este paso del procedimiento, ya que es
necesario crear un ambiente Optimo para la reaccion enzimatica, lo cual requiere la
presencia de CaClz y la exclusion del imidazol en alta concentracion que fue
requerido para la elucién del péptido de la columna IMAC. Sin embargo, las
columnas PD-10 utilizadas reportan un rango de recuperacion del 70 al 90% por lo

gue es muy probable que en este paso se pierda parte del p99 obtenido en EPSC.

En las figuras de los procedimientos de purificacién y digestibn enzimética se
observa la presencia de proteinas de peso molecular mas alto a las construcciones,
de aproximadamente de 25-35y 70 kDa, que también eluyen de la columna IMAC.
Un problema con el uso de etiquetas de afinidad de polihistidina es la unién no
especifica de proteinas sin etiquetar. Aunque la histidina ocurre con poca frecuencia
(el 2% de todos los residuos de proteinas son histidina), algunas proteinas celulares
contienen dos o mas residuos de histidina adyacentes. Estas proteinas tienen una
afinidad por la matriz IMAC y pueden combinarse con la proteina de interés, lo que
resulta en una contaminacion significativa del producto final (Bornhorst & Falke,
2000).
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Para evitar esto, se hace un lavado con imidazol en baja concentracion antes de la
elucion. La baja concentracion de imidazol (10 mM) del tampdn de lavado no eluira
las construcciones etiquetadas, pero eluye a las proteinas que no estan etiqguetadas
pero que se unen al niquel de forma inespecifica. Después de esto, la elucion se
realiza con una mayor concentracion de imidazol (250 mM) que eluye a las
construcciones con Cdl. Es posible que las lineas de mayores pesos moleculares
que se observan sean agregados de las construcciones que también se retienen en
la columna y eluyen después ya que tienen la etiqueta de polihstidinas. Sin
embargo, esto es poco probable, ya que se visualiza la presencia de los péptidos
de alto peso molecular en el gel Coomassie p99A y estos no son identificados
mediante un Western Blot utilizando el anticuerpo anti-His en p99B (Figura 19). El
hecho de que los anticuerpos utilizados en el Western Blot no se unen a estas
proteinas, sugiere que no cuentan con la etiqueta de polihistidinas y mas bien se
trata de proteinas con unién no especifica a la columna o que se unen con baja
afinidad a la CdI.

En los trabajos posteriores a este proyecto de tesis se implementaron lavados con
un gradiente de imidazol de 10 a 30 mM para las purificaciones de las
construcciones (resultados no mostrados), lo cual resulta en una recuperacion de

p99 con un 95% de pureza.

Después de la digestion enzimética de p99, se realiza otra purificacion por afinidad
con la finalidad de recuperar p99p: La seccion de la construccion en donde se
encuentra la secuencia de la Cdl. Debido a que la etiqueta de polihistidinas se
encuentra después del sitio de corte en la secuencia de las construcciones, el

producto de la reaccion que contiene a la Cdl se retiene en la columna (Figura 26).

En estas condiciones existe una elevada concentracion de imidazol en el solucion
reguladora. Por lo anterior es necesario retirar las sales presentes en el vehiculo,
ya que posteriormente se realizara un procedimiento de liofilizacion para concentrar
esta muestra y una alta cantidad de sales en el vehiculo es desfavorable para
ensayos celulares, ya que se deben excluir este tipo de interferencias en los

experimentos. Se utilizaron nuevamente las columnas PD-10 para cambiar a la
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solucion reguladora con bicarbonato de amonio (AMBIC). Esta sal es voléatil, lo cual

facilita su eliminacion posterior en la liofilizacion.

Es importante la liofilizacion para concentrar la muestra de p99 obtenida y
posteriormente preparar los tratamientos de ésta a diferentes concentraciones para
su comparaciéon con la Cdl WTen cultivos celulares. Contar con preparaciones de
p99 a concentraciones iguales a las de Cdl permite que los tratamientos se realicen
con el mismo volumen para que sean lo mas comparables posibles. Después de la
liofilizacion, se llevo a cabo otro cambio de tampdn ya que se considerd necesaria

la adicion de DPC a la muestra con la finalidad de evitar la agregacion de Cdl.

En este primer procedimiento se llevaron a cabo 3 pasos de desalado con columnas
PD-10, cada una con una recuperacion del 70-90% del producto, lo cual implicé una
pérdida significativa de péptido que explica el bajo rendimiento final de 87 uM en
3.5 ml. Se recolect6 mas muestra de p99p a partir del mismo procedimiento para

obtener la concentracion necesaria para realizar los ensayos de actividad.

Los resultados obtenidos del ensayo de LDH indican que el tampdn de la muestra
(tampon para ensayos de actividad), sin la presencia de p99p o Cdl, provoca dafio
celular (Fig. 29). En los ensayos en los que se evaluaron las muestras obtenidas
por este procedimiento 1, no se asocia el dafio celular exclusivamente a las toxinas,

por lo que su citotoxicidad no es comparable.

Es posible que el DPC presente en el vehiculo haya provocado la liberacion de LDH.
Los detergentes son moléculas que permiten la modificacion de interacciones
hidrofobicas y/o hidréfilicas entre las moléculas de muestras biologicas. Los
detergentes tienen varias funciones en la investigacion, como son la lisis de células,
solubilizacion de proteinas de membrana y lipidos, entre otras. Las moléculas de
detergentes permiten la dispersién de compuestos hidrofébicos insolubles en agua
ya que, al igual que los componentes de membranas celulares, tienen propiedades
de asociacion hidrofébica por sus grupos no polares y son solubles en agua. Es por
lo anterior que éstos componentes son muy Uutiles para varias aplicaciones
incluyendo la extraccién y solubilizacién de proteinas de membrana (McCaslin,
2013).
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El DPC es un detergente zwitteridnico, es decir, que cuenta con grupos con carga
positiva y negativa en su cabeza polar que resultan en una carga neta de cero. Este
detergente es el mas utilizado para la determinacién de la estructura de las

proteinas de membrana mediante RMN (Information, 2021; Kurauskas et al., 2018).

La fuerza de accion de los detergentes zwitterionicos se considera intermedia entre
los detergentes idnicos y no ibnicos, compartiendo caracteristicas con ambos tipos.
Rompen eficazmente algunas interacciones entre residuos dentro de la proteina,
manteniendo el estado nativo y la carga de las proteinas individuales. Por lo general,
las concentraciones moderadas de estos detergentes comprometen la integridad de
las membranas celulares, facilitando asi la lisis de las células y la extraccion de
proteinas solubles, a menudo en forma nativa. Con cantidades crecientes de
detergentes, las membranas pasan por varias etapas de solubilizaciéon. Con una
proporcion molar detergente:fosfolipidos de membrana de 0.1-1:1, la bicapa lipidica
suele permanecer intacta, pero se produce una extraccion selectiva de algunas
proteinas de membrana. Al aumentar la cantidad de detergente se produce la
solubilizacion de la bicapa lipidica, dando lugar a micelas mixtas fosfolipido-
detergente, micelas detergente-proteina y micelas fosfolipido-detergente-proteina
(Scientific, 2021).

Las interacciones del DPC con la membrana celular provocaron la solubilizacion de
ésta en los cultivos celulares y posiblemente la liberacién de componentes celulares
como la LDH en el ensayo realizado. Por lo anterior se decidié agregar DPC a la
solucion reguladora de pH en este paso para asegurar la dispersién de Cdl y evitar
su agregacion. Sin embargo, tomando en cuenta que el tratamiento se aplicara en
células, ya no es necesario tener un modelo de membrana celular ya que lo
esperado es que p99p y Cdl presenten su actividad en las células del experimento,
idealmente sin interacciones con otras moléculas como las del detergente. En otros
experimentos realizados en el laboratorio se habia utilizado agua como vehiculo
para evaluar la toxicidad de Cdl, por lo que se optdé por cambiar la solucion
reguladora de la muestra p99p a agua en el procedimiento 2.
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En el segundo procedimiento de preparacion de muestra se obtuvo casi el triple de
concentracion 211 uM de p99p en 160 pl gracias a la omisién de los pasos de
desalado posteriores a las purificaciones. La dilucién del imidazol resulto efectiva
para la actividad enzimatica de escision. Se decidid liofilizar la muestra para
concentrarla antes de cambiar el tampon a agua para los ensayos de actividad, lo

cual se considera que también tuvo relacion con una pérdida menor del producto.

El hecho de que una toxina que fue sintetizada para su estudio por RMN tenga la
misma actividad que la toxina WT tiene importancia, ya que se puede asumir que la
toxina sintetizada presenta caracteristicas similares a la Cdl secretada por las hifas
de C. albicans. La elucidacion de la estructura de Cdl es de gran importancia para
comprender su funcionamiento. Datos preliminares indican que su estructura
predominantemente alfa helical tiende a dafiar a las células epitelilales mediante su
intercalacion y formacion de poros, provocando permeabilizacion y la liberacion de
componentes celulares. Por lo anterior, es interesante observar el mismo
comportamiento en p99p lo cual podria asegurar una determinacién de su estructura

y dinamica mediante RMN en relacién a Cdl WT.

Finalmente, es relevante mencionar que el procedimiento desarrollado y optimizado
en este trabajo de tesis ya es utilizado actualmente para el estudio por RMN de CdlI
en el laboratorio Naglik en King’s College London y tiene el potencial de sentar las
bases para la obtencion y caracterizacion de otro tipo de toxinas peptidicas que se

encuentran en la naturaleza.

8. Conclusiones

e Se desarrollé y optimizo el proceso de sintesis recombinante de Cdl marcada
isotopicamente con *°N y 3C con la construccién p99.

e El péptido p99p obtenido es toxico para las células.

e El dafio celular provocado es similar al de la Candidalisina WT.

e Mediante este método se produce exitosamente muestra para su estudio por
RMN.
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9. Perspectivas

Este trabajo fue realizado en King’s College London como parte de una estancia
corta de investigacion y capacitacion, la longitud de mi estancia en Londres fue una
limitante para mi participacidbn en este proyecto y considero que hay varias
perspectivas de trabajos futuros relacionados a la presente tesis.

En primera instancia, aplicar el proceso optimizado en este trabajo para obtener
muestras de Cdl para su estudio con espectros de RMN. Utilizar los datos obtenidos
para la determinacion y validacion de su estructura y posteriormente interpretar las
relaciones de la estructura con su funcion e interacciones. Esta informacion
permitira el desarrollo de mecanismos para su inactivacion lo cual es muy
importante considerando el hecho de que Cdl no interactia con algun receptor

blanco sino que se inserta directamente a la membrana para causar dafo.

Adicionalmente, el proceso realizado en esta tesis se puede aplicar para generar
muestras de otras toxinas para su estudio por RMN. Las toxinas que forman poros
son un factor de virulencia crucial de una gran variedad de organismos incluyendo
bacterias patdgenas lo cual hace de estas moléculas un excelente blanco
terapéutico, reducir su produccion o neutralizar su actividad es esencial para

disminuir la patogenicidad (H. Hu et al., 2021).

Una alternativa muy interesante seria la modificaciéon de Cdl para su uso como
agente terapéutico. Como se menciona en el presente trabajo respecto a Cdl, las
toxinas son compuestos que pueden ser dafiinos en exceso, pero pueden ser
beneficiosos en dosis muy pequefias, ya que estimulan mecanismos de defensa
contra los patdgenos en las células. La determinacién de la estructura es un
procedimiento clave en el desarrollo de terapias a base de toxinas, una vez
interpretada la informacion de su dinamica y funciones, se pueden generar
candidatos terapéuticos en base a esta informacion, ya sea modificando su
selectividad, su actividad o creando analogos que imiten su mecanismo de accién
(Norton, 2018) .

Varias caracteristicas de Cdl, como su hidrofobicidad, su estructura de hélice y

momento hidrofébico, han sido identificados como determinantes clave
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estructurales y fisicoquimicos de actividad antimicrobiana (Torres et al., 2018).
Todos los organismos tenemos como mecanismo de defensa contra infecciones la
produccion de péptidos con estas caracteristicas llamados PAs. Estos péptidos,
como CdlI, tienen una actividad dafiina no especifica y podrian tener como blanco
células bacterianas, fungicas y eucarioticas. En su estudio de PAs, Torres et al.
desarrollaron una estrategia para convertir un péptido téxico en un terapéutico, en
su trabajo demostraron que se pueden ajustar parametros para obtener péptidos
sintéticos no toxicos con actividad anti-infectiva y un incremento en su potencia
antimicrobiana. De la misma manera, la funcién biologica de toxinas encontradas
en diferentes organismos pueden ser modificadas para favorecer su potencia y
selectividad y ajustar sus pardmetros para convertir estas moléculas en alternativas
a los antibiéticos para el tratamiento de infecciones microbianas (Shapira & Benhar,
2010).
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10. Material adicional

10.1 Apéndice A. Formacién de oligbmeros por candidalisina y su

intercalacion a modelos de la membrana celular.

10.1.1 Ultracentrifugacion analitica

Esta técnica mide los coeficientes de sedimentacion (c(s)) que son proporcionales
al peso molecular de la muestra observada.

Se midieron los coeficientes de sedimentacion para Cdl en diferentes proporciones
de péptido a detergente y sin detergente. En ausencia de detergente, la Cdl forma
agregados de pesos moleculares> 1 GDa (resultado no mostrado). Cdl forma
oligbmeros de diferentes tamafios dependiendo de la proporcion de péptido a
detergente. Esto también puede interpretarse de manera que, Cdl forma oligémeros
de tamafios mas grandes a medida que aumenta la concentracion de la toxina.

Cdl forma oligos de bajo peso molecular (dimeros y trimeros) y oligos de alto peso
molecular (hexadmeros, heptdmeros, octameros, nonameros y decameros).

Tetrdmeros y pentdmeros no se observan.
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Figura 32. Ultracentrifugacidon analitica de Cdl en diferentes proporciones de péptido a
detergente. Se observa que, si se mantiene la concentracién de Cdl constante, a mayor cantidad de
detergente hay una mayor disponibilidad de micelas y Cdl se dispersa y existe mayoritariamente
como un monoémero. Con la disminucion de la cantidad de detergente y con ello de micelas
disponibles, Cdl forma oligdbmeros de mayor peso molecular.

La resolucion de esta técnica no es suficiente para evaluar la distribucion de la
poblacion para los diferentes oligdmeros, se observan c(s) que representan el
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peso molecular promedio de los oligos formados (este resultado también se observa

con espectrometria de masas).

10.1.2 Cross linking

En esta técnica se utiliza glutaraldehido como enlazador. El enlazador forma
enlaces covalentes entre aminas secundarias y terciarias que estan en proximidad.
Luego, las muestras vinculadas se analizan mediante SDS page (electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico) para monitorear la formacion de
comlejos.

El Cdl se oligomeriza sélo en presencia de detergentes. No hay oligomerizacién en
ausencia de detergente. El equilibrio y la poblaciéon de oligomerizaciéon de Cdl
depende de la cantidad de micelas disponibles.
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. 200 uM CL + 4 mM DPC cross-linked
. 200uM Cl + 6 mM DPC cross-linked
200uM Cl + 12 mM DPC cross-linked
200uM CI + 24 mM DPC cross-linked
200 uM Cl not cross-linked

OB W g e

Tincion Azul de Coomassie en gel de Poliacrilamida

Figura 33. Evaluacion del experimento de cross-linking de Cdl en diferentes concentraciones
de detergente. Candidalisina forma oligobmeros de tamafios crecientes de manera inversamente
proporcional a la cantidad de detergente.
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10.2 Apéndice B. Optimizacién de la generacidén de material genético modelo

para expresion in vitro.

Con la finalidad de generar un modelo de material genético adecuado para su uso
en el sistema de sintesis de proteinas sin células y que diera rendimientos
suficientes de la Cdl, se disefiaron plasmidos pET y pRSETA.

En el caso del plasmido pRSETA generado, debido a la falta de un represor en su
secuencia, al clonar y transformar el plasmido con Cdl, la toxina se llega a expresar
en el fondo en cantidades minimas, suficientes para provocar una respuesta en la
bacteria, ya sea destruir el plasmido o dejar de crecer. Se intentd el experimento
con varias cepas y especies de microorganismos pero no se logré la propagacion
del pRSETA después de la clonacion.

Los plasmidos pET cuentan con una secuencia represora que impide que se
exprese el gen de interés hasta que se agregue al medio de reaccién el agente de
induccion, el cual ademés promueve la expresion de la polimerasa T7. En este caso
si se obtuve material genético modelo suficiente para llevar a cabo la reaccion de
expresion ein vitro, sin embargo, no hubo expresion de Cdl.

Se realizd el experimento de la expresion in vitro de GFP (proteina verde
fluorescenete) usando material genético plasmidico pET y pRSETA. Mediante la
propiedad cuantificable de GFP, se pudo determinar que, el uso de plasmidos
pRSETA tenia mucho mejor rendimiento para la expresion in vitro que los pET
(Figura 34).
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Figura 34. Evaluacion del uso de plasmidos pET y pRSETA para la expresion in vitro de GFP.

La intensidad de fluorescencia de el producto de la expresion in vitro usando los diferentes plasmidos
indica que hubo una expresion 3 veces mayor de GFP para el caso del plasmido pRSETA.

Se repitio el experimento con la adicion de la expresion in vitro usando material
genético modelo pseudociclico generado por el método de amplificacion en PCR de
Wu et al. A diferencia de los plasmidos, el aumento de la expresion de la proteina

aumenta con la cantidad de ADN afnadido a la reaccion.
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Figura 35. Evaluacion del uso de diferentes modelos de material genético para la expresion
in vitro de GFP. En la presente grafica la concentracion de cada ADN se encuentra optimizada a
la concentracién Gptima para la maxima expresion de GFP. Se observa que mucho mayor cantidad
de GFP se obtiene mediante el uso de ADN lineal (pseudociclico).
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10.3 Apéndice C. Bioinformatica

A partir de la secuencia de Cdl se sabe que es un péptido anfipatico, cuenta con

una seccion N-terminal hidrofébica y C-terminal hidrofilica.

SIIGIIMGILGNIPQVQIIMSIVKAFKGNK
K-xx-K/R-xx-K

Figura 36. Secuencia de candidalisina.

La secuencia cuenta con 5 repeticiones de motivos hhxxhhx tipicos de barriles alfa
helicales. También presenta un motivo K-x-x-K/R-x-x-K caracteristico de péptidos

que interaccionan con la membrana (Figura 36).

De acuerdo a una proyeccion de alfa hélices, los residuos de Cdl se acomodan de
manera congruente a su comportamiento transmembranal. Esta organizacion de
residuos hidrofébicos de un lado y los residuos hidrofilicos en oposicion es comun

en péptidos transmembranales.
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Figura 37. Prediccion de la estructura secundaria de candidalisina a partir de su
secuencia.
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Figura 38. Se predice una estructura moyoritariamente a-helical a partir de la
secuencia de Cdl.
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Figura 39. Se muestra la probabilidad de que ciertas partes de la secuencia sean
transmembranales a través del programa TMHMM.
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10.4 Apéndice D. Dicroismo circular y Cross Linking

CD - Candidalysin
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Figura 40. Cdl tiene un cambio conformacional en
de un modelo de membrana celular (DPC).
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CD - Candidalysin
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Figura41l. Laestructura a-helical de Cdl aumenta en proporcion en presencia de DPC.
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8.5 Anexo A
p97 (560 bp)

FZZZETTTI.
AETZINTTTE>.

TCGATCOCGCGAAAT TAATACGACTCACTATAGGEAGACCACAACGGT TTCCCTCTAGAAATAATTTTGT TTAACT TTAAGAAGGAGATATACATATGAAACAATAL
AGCTAGGECGCTTTAAT TATGCTGAGTGATATCCCTCTGGTGT TGLCAAAGGEAGATCT TTATTAAAACAAAT TGAAATTCTTCCTCTATATGTATACTITGITATG

2 “
LR LB
[ 77 promoter > [ P
T T T T T
28 49 ) ge 108

AAACTGATTCTGAACGGLAAAACGT TGAAAGGCGAAACCACGACCGAAGCTGTGGATGCGELGACCGLGEAAMAAGTGTTTAAGCAGTATGCGAACGATAATGGCET
TITGACTAAGACTTGCCGTT T TGCAACTTTCCGLT TTGGTGCTGECT TCEACACCTACGLCGLTGGEGCCTIT T TCACAAAT TCGTCATACGCTTGCTAT TACCGCA

CES IRGT T N T IO TN | N0 T VR LMY WAy I DAY NN (SR DO M SR Ty,
ISR N ¢ KD T ENKS G JEST T T ESA DNNOSA A T A JEKRNEENKD Q JEA N DEN - N
= @1 4

1 | | I I
120 149 168 188 200

GGATGGCEAATGGACCTATGATGACGLGACCAAAACCT TCACCETAACCAGCCAGAT CTGEGTACCOETGETGGCT CEOETGATGACGACGACAAGAGT CCCTGEC
CCTACCGLTTACCTGGATACTACTGCGCTGGT T TTGGAAGT GGLCATTGGCTCEGTCTAGACCCATGGCCACCACCGAGGLLACTACTECTGCTIGT TCTCAGGGACLE
42 “° a6 42 » 52 4 5 58 (] 62 54 66 (3] 18 1z 4
NOB G JERW) T INSOEEDIFAT T IS T IED Y IMP T JER P INEMD G T G G G S 6 IDEEOERONDINKD S P MO
= &L > e .ite B

-

[ I | | | |
e 242 268 28 EL 328

ATCATCATCATCATCACGETAGCGGL TCCGGCAGCATTATAGGCATCATTATGEGAAT TCTEEGCAATAT TCCGCAAGTEAT TCAGATTATCATGAGCATTGTGAAA
TAGTAGTAGTAGTAGIGCCATCGCCEAGGCCGTCGTAATATCCETAGYAATACCCT TAAGACCCGTTATAAGGCGT TCACTAAGTCTAATAGTACTCGTAACACTTT

7 78 %8 82 B4 8 88 90 52 94 96 98 196 182 1e4 106 188 119
6 8 6S 6 S IR G AN M o MU G NP O IVEINO SN s
[ Candidalysin C3
I T T I |
248 160 EEE) 480 428

GCGTTTAAAGGCAACAAATAAGATCCGECTGCTAACAAAGCCCEAAGGAAGC TGAGT TGECTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTIGGGECCTC
CGCAAATT TG TGT T TAT TCTAGGCCGACGAT TGT T TCGGEEC T TTCCT TCEACTCAACCEACGACGGTGGCGACTCGT TATTGATCETATTGGGEAACCCCGGAG
112 14 18

A G

= Candidalysta > - —
T T ] | |
Ade 460 4z See 520
TAAACGEGTCTTGAGGEGTTTIITIG
ATTIGCCCAGAACTCCCCAAAAAAC

Figura 42. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la construccion p97.
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p98 (566 bp)

RITTITTTE
CZZZIITTP>.

TCGATCOCGLGAMT TAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAMCGGTT TOCCTCTAGAMTAATTTTGT TTAACT TTAAGAAGGAGATATACATATGAACAATAC
AGCTAGGECOCTTTAATTATGCTGAGTGATATCOCTCTGETGTTGLCAAGEGAGATCTTTATT AMACAAAT TGAAATTCTTCCTCTATATGTATACTTTGTTATG

2 a
M Koo N9

1 T T T I
e 49 @ 88 100

MACTGATTCTGAACGECAAAACGT TGAAAGGCGAAMCCACGACCGAAGC TGTGGATGCOECGACCGOGEAMAAGTGT TTAAGCAGTATGCGAACGATAATGGCGT
TTTGM:TAAGACTT GOCGTTTTGCAACTTT CCGCTTTGGTGCTGZTTCGACACCTEGQ:GCT GGCGNTTI’TTCACAMTTCGTCATACGCT‘I’ LT ATTACCM
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= a1 £
120 140 160 150 200

GGATGGOGAATGGACCTATGATGACGCGACCAAMCCT TCACCGTAACCGAGEET AGCGGECTCCGLEAGCGGTGATGACGACGACAAGAGT CCCTGGCATCATCATC

mmcmmawrmmmmwmmmmmmmmm
64 66 68 70
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= B DTS Taer T Ente. . dte e os st

| 1 T | 1 T
29 240 268 5 kL 328

ATCATCACCCAGATCTGGET ACCGGTGETGGCTOCGETAGCATTATAGGCATCAT TATGGGAAT TCTGGGCAATAT TCOGCAAGT GATTCAGAT TATCATGAGCATT

TAST AGTGGGT CTAG&COCAT@C(‘M:CACCGMIOCMCGT MTATCCGT AGT MTMZGTT MGACKGTT ATAAGGCGT TCACTAAGTCTAATAGTACTCGTAA
104 186  1e8 110

98 182
m'-c rieest s-c ESlen ¢ MEEOG NEBP QVETRQ I M s B
T ong Yinker A Candidalysin st

I | | | I
348 EL2 ) £ 4o a2

GTGAAAGCGTTTAAAGGCAACAAATAAGAT CCGGLTGLTAMCAMAGCCCGAMGEAAGC TGAGT TGGCTGCTECCACOGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGE
CACTTTOGCAMATT TOCGTTGTT TATTCTAGGCOGACGATTGTTTCGGGCTTTCC T TCGAC TCAACCGACGACGGT GGLGACTCGT TATTGATCGTATTGGGGANCC
112 114 116 l_ia

A G N

Figura 43. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la construccion p98.
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p99 (566 bp)

RTTTRTTTE >,
FIITIVITT.

TCGATCOCGLGAAT TAATACGACTCACT ATAGGGAGACCACAACGGTT TOCCTCTAGAMT AT TTTGTTTAACT TTAAGAAGGAGATATACATATGAAACAATAC
AGCTAGGGCGCTTTAATTATGCTGAGTGATATCCCTCTGGTGTTGCCAAMGGGAGATCTTTATT AAMMACAAAT TGAAATTCTTCCTCTATATGTATACTTTGTTATG
2 a

T T T I T
28 42 € o8 108

AMACTGAT TCTGANCGECAAAACGT TGAAAGGCGAAACCACGACOGAAGC TG TGGATGCGROGACCGCGEAMANGT GT T TAAGCAGTATGCGAACGATAATGGOGT
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GGATGGOGAAT GEACCTATGATGACGCGACCAAMCCT TCACCGTAACCGAGGET AGCGEL TOLGGCAGCOGTCTGGTTCCGCGTGETAGCCCCTGRCATCATCATC
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29 240 260 2 109 320

ATCATCACCCAGATCTGGGTACCGGTGGETGECTOCGGTAGCATTATAGGCATCAT TATGGGAAT TCTGGECAATAT TCCGCAAGT GATTCAGAT TATCATGAGCATT
TAGTAGT%GT CT AGMZCCAT@CCACCACCWATGTMTAT CCGTAGT. MTACG:TT M&C&GTT ATAAGGCGTTCACTAAGTCTAATAGTACTCGTAA

99 82 94 1006 102 184 186 108 118
m -c ¥ c G s s« s-e-u c-c NERP (RSN S
B Tong Tinker R Candidalysin >
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GTGAAAGCGTTTAAGGCAACAMTAAGA TCCGGETOCTAACAAGCCCGAAGGANGC TGAGT TGECTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTEG
CACTTTOGCAMATT TOCGTTGTT TAT TCTAGGCOGACGATTGT TTCGEGCTTTCCT TCGACTCAACCGACGACGGT GGLGACTCGT TATTGATCGTAT TGGGGAACT

112 114116 118
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T
I I |
549 5% 568

Figura 44. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la construccion p99.
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