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C. Qlabf?tt.J es la 2da causa mas comun de candidiasis invasiva, en donde los pacientes
neutropénicos representan a la poblacion mas susceptibles a las infecciones por estas especies
de hongos. Los neutrdfilos son la primera linea de defensa frente a patégenos fungicos, donde
se han descrito 3 mecanismos principales de respuesta antimicrobiana: fagocitosis,
degranulacion y la formacién de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs). En nuestro grupo
de trabajo recientemente describimos que C. glabrata no induce la liberacion de las NETs a
diferencia de C. albicans; sin embargo, no determinamos los mecanismos llevados a cabo por C.
glabrata para inhibir la formacién de las NETs. OBJETIVO: Determinar si la catalasa, nucleasa y/o
biopelicula del complejo C. glabrata estan involucrados en la inhibicion de las NETs. MATERIALES
Y METODOS: En la presente tesis evaluamos la expresion de diferentes factores de virulencia en
cepas de C. glabrata que pudieran inhibir la formacion de las NETSs. Entre los factores estudiados
se analizé la expresion de catalasas mediante ensayos de degradacién de H,0,, se evalud la
actividad de nucleasas, la expresion de hemolisinas, proteasas, fosfolipasas y esterasas mediante
ensayos de hidrolisis del substrato, y se produjeron biopeliculas usando RPMI-MOPS.
Posteriormente, se analizé la posible participacion de estos factores en la inhibicion de las NETs
mediante la inhibicién quimica de la catalasa; también, se realizaron ensayos de degradacion de
NETs y se analizé la induccién de NETs en biopeliculas en comparacién con cepas planctonicas.
RESULTADOS: Las cepas del complejo C. glabrata llevana cabo la expresion de la enzima catalasa
(resistente a la inhibicion quimica), muestran actividad de hemolisinas, proteasas y fosfolipasas;
mientras que no muestran actividad de nucleasas ni de esterasas. Se encontré que las cepas del
complejo C. glabrata poseen capacidad diferencial para inducir las NETs dependiendo del
inoculo. Demostramos gue las cepas de C. glabrata no secretan nucleasas dado que no tienen la
capacidad de degradar NETs inducidas. Finalmente encontramos que las biopell',culas del
complejo C. glabrata retardan la liberacién de las NETS. CONCLUSION: Las t.>iopel|c.ulas del
complejo C. glabrata tienen la capacidad de disminuir la cantidad de NE.TS? ? diferencia de los
otros factores evaluados, los cuales parecen no tener un rol en esta inhibicién. Por otro lado,
sugerimos la posible existencia de otros mecanismos expresados p.or ?epas de C. gla’brat.a quele
permiten inhibir la formacién de estas NETs y con ello contribuir a la patogenesis de la

enfermedad. ’é/

Dr. C. Ale};ndro sanchez Gonzalez
Director de tesis
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Generalidades Candida

El género Candida comprende alrededor de 200 especies dentro de las cuales 58 se
comportan como patdgenos oportunistas en animales y humanos; siendo las principales
especies: Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis,
Candida krusei, Candida guilliermondii y Candida dublinensis las que mayormente
predominan en las infecciones humanas (representando el 95%). Usualmente el género
Candida posee las siguientes caracteristicas: crecen en forma de levaduras, son de
morfologia celular variable (elipticas, globosas, cilindricas o triangulares), se reproducen
de manera asexual por gemacion en un proceso holobl3stico, y la mayoria de las especies
patdgenas llevan a cabo la formacion de pseudohifas o hifas verdaderas bajo condiciones
ambientales particulares, siendo Candida glabrata la Unica especie que no lleva a cabo

este proceso [1].

Las infecciones fungicas causadas por Candida spp. son una causa creciente de
morbilidad y mortalidad en pacientes hospitalizados a nivel mundial, con una prolongada
estancia hospitalaria. Aunque Candida albicans ha permanecido como el agente
predominante de infecciones nosocomiales en las Ultimas décadas, recientemente se ha
descrito un cambio epidemioldgico importante hacia especies de Candida no-albicans

(NCA) [2,3].



1.2 Cuadro clinico de las infecciones causadas por levaduras del género Candida

La candidiasis es un tipo de micosis producida por diversas especies oportunistas del
género Candida presentando una amplia variedad de manifestaciones clinicas, las cuales
se encuentran resumidas en la tabla 1. De todas ellas se ha visto que la infeccién que

mas prevalece es la infeccion sistémica.

Tabla 1. Cuadro clinico de las infecciones por Candida spp

Tipo Subtipo Caracteristicas
1. Candidiasis 1.1 Candidiasis = Selocaliza en el paladar y la lengua.
mucocutdnea | orofaringea = Presencia de wuna capa blanca,

adhesiva y membranosa.
= Se presenta sobre una base
enrojecida de la piel.

1.2 Candidiasis = Puede abarcar el eséfago, estomago

gastrointestinal o el intestino

= Entre la principal sintomatologia se
encuentra la odinofagia, disfagia,
dolor tordcico, hemorragias, nauseas
o vomito.

= El hongo se puede manifestar
causando lesiones ulcerativas.

1.3 Candidiasis = La mucosa vaginal y la vulva exhiben

vulvovaginal enrojecimiento del tejido (eritema),
el cual se extiende a pliegues
inguinales y el periné.

= Generalmente se presenta
dispareunia y leucorrea, en donde
esta Ultima se caracteriza por la
presencia de un fluido espeso y
grumoso, con aspecto lechoso,
ademds de manifestar placas
pseudomembranosas.

= En la mayoria de los casos hay
presencia de prurito intenso.

1.4 Balanitis = Hay presencia de placas
eritematosas, micropustulas,
erosiones y fisuras.

= En algunos casos, puede haber
presencia de leucoplacas alrededor
de todo el glande, prepucio y el surco
balanoprepucial.



2. Candidiasis
cutdnea

1.5 Candidiasis bronquial
y pulmonar

2.1 Candidiasis
intertriginosa

2.2 Onicomicosis

2.3 Candidiasis del area
del pafial

2.4 Candidiasis pustulosa

Se manifiesta con cuadros de tos
constante con expectoracion
mucoide y sanguinolenta, dolor
tordacico y fiebre nocturna.

La infeccion se localiza en todo el
arbol bronquial

Genera cuadros de alergia

En la candidiasis pulmonar, esta
puede afectar 2 o mas lbébulos
pulmonares y en algunos casos
ocasionar un derrame pleural.

Se puede presentar diseminacion
sanguinea y al sistema nervioso
central (SNC).

Afecta principalmente a los pliegues
del cuerpo, formando placas
eritematosas, descamacion fina,
fisuras, vesiculas, pustulas y costras
hematicas.

Entre los principales sintomas estan
el prurito y ardor en ocasiones,
ademds de presentar maceracién
intensa con escamas gruesas Yy
blanquecinas.

Se exhibe principalmente en manosy
ufias, donde la infeccion comienza
por el pliegue periungueal.

Genera inflamacion y
enrojecimiento, ocasionando dolor.
Cuando la levadura invade la ufia,
produce un color parduzco sobre la
placa ungueal, la cual se engruesa,
endurece y forma estrias o surcos.

Es ocasionada a consecuencia de la
dermatitis del pafial, dado que la
orina conserva humeda esta zona,
presentandose la etiologia por
Candida en el 80-85% de los casos.
Hay presencia de placas eritematosas
y escamosas, acompafiada de
vesiculas, pustulas y en algunas
ocasiones costras hematicas.

Los principales sintomas son el
prurito intenso y ardor.
Caracteristica de pacientes adictos a
las drogas administradas por via
intravenosos; o bien en pacientes
inmunosuprimidos.



= Se presenta de manera habitual en la
barba, cuero cabelludo y axilas;
aunque  también  puede  ser

observada en extremidades
inferiores, durante procedimientos
inmunosupresores.

= Se determina por la presencia de
lesiones  pustulosas, o micro
nodulares; en ocasiones
acompanadas de fiebre, siendo este
proceso relacionado a la infeccién

sistémica.
3. Candidiasis Candidemia y candidiasis = Se caracteriza por la presencia de
sistémica invasora levaduras del género Candida en el

torrente sanguineo y su posterior
invasién a organos profundos en el
hospedero.

= Se presenta como una sepsis, sepsis
grave o shock séptico de origen
nosocomial.

= Entre los principales drganos
afectados, tenemos al cerebro, rifidn,
pulmodn, ojos, corazén, bazo e higado

[1].

1.2.1 Candidiasis sistémica

1.2.1.1 Candidemia
Consiste en la presencia de levaduras del género Candida en el torrente sanguineo.
Puede ser transitoria o persistente. Desde el punto clinico se manifiesta como sepsis,

sepsis grave o shock séptico de origen nosocomial [1,5].

1.2.1.2 Candidiasis invasora
Consiste en la invasion de levaduras del género Candida a través del torrente sanguineo
a otros drganos profundos en el hospedero. Entre los drganos afectados mas frecuentes

se encuentran: cerebro, rindn, pulmon, ojos, corazén, bazo e higado. Las principales



manifestaciones clinicas de la candidiasis invasora se basan de acuerdo con el érgano
que afectan, siendo las mds comunes: meningitis, pielonefritis, cistitis, bolas fungicas,
peritonitis, neumonia, endoftalmitis, endocarditis, osteomielitis. Otros sintomas que
pueden aparecer: fiebre persistente que no responde a los antibidticos, mialgias,
disfuncidn renal, rash. Por su parte, la candidiasis diseminada crénica es exclusiva de
pacientes neutropénicos u oncohematoldgicos, afectando principalmente a el higado y

el bazo, presentando manifestaciones como la hepatoesplenomegalia [1, 4].

1.3 Factores de riesgo para la candidiasis

Entre los factores de riesgo asociados a las infecciones por levaduras del género Candida
se encuentran: la hospitalizacion prolongada, estancia prolongada en la UCI, uso de
catéteres intravasculares, uso de sondas vesicales, la nutricion parenteral,
intervenciones quirurgicas, el uso de drogas antimicrobianas o antifungicas, pacientes
que padecen enfermedades inmunosupresoras, pacientes que reciben tratamiento con
guimioterapia, radioterapia, corticoesteroides, farmacos neopldsicos o
inmunosupresores. Entre otros factores de riesgo se encuentran los nifios menores a 1
afio, infantes prematuros, pacientes de edad avanzada, pacientes que padecen diabetes,
pacientes con enfermedades hepaticas, pacientes con enfermedades renales, pacientes
que padecen pancreatitis, pacientes que han recibido transfusiones sanguineas,
pacientes trasplantados y aquellos pacientes con la enfermedad granulomatosa crénica.
De todas estas condiciones, los pacientes mas susceptibles a las infecciones por Candida

spp son aquellos pacientes neutropénicos o inmunocomprometidos [4, 6, 7].
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Las especies de Candida son una causa creciente de infeccién nosocomial del torrente
sanguineo donde corresponden a un 8-10 % del total; esto ha aumentado a través de las
décadas en donde la tasa de mortalidad se encuentra entre 35-60 %, siendo la incidencia
anual de infecciones por Candida de 8 por cada 100.000 habitantes. La incidencia global
de la candidiasis invasiva es de 72-290 infecciones por un millén de personas al afio,
correspondiendo a una causa comun de morbilidad y mortalidad; donde se estiman

aproximadamente 700.000 casos a nivel global [1, 2, 4, 6, 7].

Un estudio realizado en EE. UU. que analizo 24,179 casos de infecciones nosocomiales
reporto a la candidemia como la cuarta causa de ingreso hospitalario; y por su parte otro
estudio llevado a cabo en este mismo pais, sefialo que la candidiasis invasiva representa
el 9% de las infecciones del torrente sanguineo [4, 8]. En Suiza, se reportaron a las
infecciones por levaduras del género Candida como la séptima causa mds comun de
infecciones intrahospitalarias en torrente sanguineo, observandose un total de 1137
episodios de candidemia [2,9]. Por su parte en Colombia se observa una distribucidon
similar siendo la quinta causa de infecciones en torrente sanguineo, donde se han
reportado incidencias de 2.3 casos/1.000 pacientes por dia en la UCI [4, 12]. Paises como:
Noruega, Dinamarca e Islandia reportaron un incremento en la incidencia, siendo esta
de 2-3/100.000 habitantes por afio. En Espafia e Italia de acuerdo con ensayos
multicéntricos en 5 hospitales, se sefialé una incidencia de 1.55/1000 admisiones
hospitalarias, detectando un total de 995 casos positivos [4, 10]. En corea del sur la

incidencia fue de 29/100.000 habitantes por afio. En Australia un estudio realizado



durante 2001 y 2004 demostrd una incidencia de 1.81/100.000 habitantes por afio,
detectando 1095 casos [4, 11]. Un estudio realizado en América central donde se incluyé
a 7 paises marco una incidencia anual de: 1.95/1.000 camas en argentina, 1.72/1.000
camas en Venezuela, 1.38/1.000 camas en honduras, 0.90/1.000 camas en Ecuador y

0.33/1.000 camas en Chile [4].

De todas estas infecciones por especies del género Candida, la especie mas comunmente
aislada es Candida albicans, ya que puede llegar a aislarse hasta en 85%; Mientras que
Candida glabrata se ha convertido en la segunda causa mas comun de candidiasis

invasiva en los EE. UU y Europa [1, 6, 7].

Por su parte aqui en México, la incidencia reportada es de 8.6/100.000 habitantes por
ano [13] y de acuerdo con un estudio realizado por Pineda-Diaz et al. 2017 llevd a cabo
la deteccién de Candida glabrata en mujeres sanas y en mujeres con un cuadro
recurrente de candidiasis vulvovaginal; siendo Candida glabrata |la especie aislada hasta
en el 80% de los casos, siendo el principal agente etioldgico de este cuadro recurrente

[14].



1.5 Generalidades Candida albicans

Es un hongo dimorfico (crece a 35-37°C en forma de levadura y a 25-30°C en forma
micelial en un medio pobre de nutrientes y cohesivo), forma parte de la microbiota
orofaringea, gastrointestinal y del aparato reproductor femenino. Como se encuentra
presente en mucosas, por ende, la enfermedad se asocia con cambios en la levadura, en
el hospedero, o en ambos; en donde la modificacion de la forma levaduriforme a laforma
micelial (hifas), esta relacionada fuertemente con la invasion y/o el potencial patégeno
[15]. Posee adhesinas que son un conjunto de proteinas especializadas que favorecen la
union con otras células, superficies inertes y células del hospedero. Las adhesinas mas
estudiadas son aquellas proteinas con secuencia similar a la aglutinina (ALS), las cuales
estan conformadas por una familia de 8 miembros (ALS1-7 y ALS9); y de todas ellas la
adhesina ALS3 asociada a la hifa es primordial para la adhesién. Otra adhesina
fundamental es la Hpw1 (proteina ligada-glicosilfosfatidilinositol asociada a la hifa), la
cual puede ser utilizada como un substrato para las transglutaminasas de los mamiferos,
promoviendo a unidn covalentemente de las hifas de C. albicans con las células del
huésped. Se ha demostrado que tanto ALS3 como Hpw1 colaboran en la formacién de la
biopelicula. De igual manera,estas especies expresan invasinas que le permiten entrar a
las células del hospedero (ya sea por endocitosis o por penetracién activa), se han
descrito 2 invasinas principales: ALS3 (también funciona como adhesina) y Ssal que es
un miembro que se expresa en la superficie celular perteneciente a la familia de las
proteinas de choque térmico (Hsp70); en donde ALS3 y Ssal se anclan a la E-cadherina

de las células epiteliales del huésped y se cree inducen endocitosis por un mecanismo



dependiente de clatrina. Ademads, posee la capacidad de formar biopeliculas tanto en
superficies vivas e inertes, siendo estas estructuras las que le permiten resistir a agentes
antimicrobianos y al sistema inmune del hospedero en comparacién con las células
plancténicas. Por otro lado, las hifas secretan diversos factores de virulencia que facilitan
la penetracion en las células del hospedero; entre las que se encuentran las proteasas
asparticas secretadas (SAP), una familia de proteinas conformada por 10 miembros
(SAP1-10) en donde SAP1-8 son liberadas al medio, mientras que SAP9 y SAP10 se
encuentran fijas a la superficie celular. Por su parte, las fosfolipasas (PL) se componen
por 4 clases diferentes (A-D), estas son proteinas secretadas que favorecen a la
patogenicidad de estas especies ya que actian hidrolizando los fosfolipidos de la
membrana celular del hospedero. A su vez, C. albicans es capaz de adaptarse los
diferentes cambios de pH en el hospedero, en donde se han identificado a 2 proteinas
de la pared celular, PHR1 y PHR2 como las principales; en donde PHR1 es expresada a un
pH neutro-alcalino (infecciones sistémicas) y PHR2 es expresada a pH 4cido (infecciones

vaginales) [16-21].



1.6 Generalidades Candida glabrata

Candida glabrata forma parte de un complejo que esta integrado por 3 especies: Candida
glabrata sensu estricto, Candida bracarensis y Candida nivariensis [22, 23]. Son levaduras
de menor tamano en comparacién con las otras especies de Candida (1-4 um). Crecen
en el agar sabourad dextrosa (SDA) formando colonias brillantes, lisas y cremosas; y en
el medio cromogénico (CHROMagar Candida) se aprecian de color blanco, purpura-
rosado. Tienen la capacidad de fermentar y asimilar Unicamente la glucosa y la trehalosa;
lo que las hace fenotipicamente indistinguibles. Poseen un genoma haploide a diferencia
de C. albicans y las otras especies que tienen un genoma diploide. Ademas, de que
carecen de presentar las formas filamentosas (hifas verdaderas o seudohifas).
Filogenéticamente se encuentra relacionada a Saccharomyces cerevisiae; donde a
diferencia de esta, Candida glabrata ha perdido genes necesarios para el metabolismo
de la galactosa, fosfato, nitrdgeno, azufre, asi como para la biosintesis de la piridoxina,
entre otros. Es una especie robusta capaz de sobrevivir en superficies inertes hasta por

mas de 5 meses [24, 25].

1.6.1 Factores de virulencia del complejo Candida glabrata

De acuerdo con modelos animales, Candida glabrata parece no mostrar caracteristicas
de virulencia; sin embargo, los altos indices de mortalidad y su rapida capacidad que
tiene para diseminarse demuestran todo lo contrario [26, 27]. Uno de los principales
factores de virulencia de Candida glabrata es su capacidad de adherirse fuertemente a
diferentes sustratos, que le permiten colonizar tejidos del hospedero, asi como
superficies inertes; para conseguir esto expresa adhesinas codificadas por genes de la
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familia EPA, cuyas estructuras son similares a la de las proteinas ALS de C. albicans. Esta
familia de genes EPA esta integrada por 17-23 genes de acuerdo con la cepa, siendo
EPA1, EPA6 y EPA7 las adhesinas mas importantes. Se han descrito 18 genes EPA en
Candida glabrata sensu stricto, 12 genes EPA en Candida bracarensis y 9 genes EPA en
Candida nivariensis [24, 25, 28]. Otra familia de adhesinas descritas por Groot et al. 2008

[28-30] son las proteinas Awp las cuales estan conformadas por 7 adhesinas (Awp 1-7).

De igual manera, en el género Candida la secrecién de enzimas hidroliticas como las
proteasas, fosfolipasas, hemolisinas, y lipasas juegan un rol clave en la virulencia ya que
le permiten invadir y destruir tejidos del hospedero, o bien le permiten sobrevivir y
replicarse dentro de los macréfagos. Como principales factores de virulencia, poseen
proteasas las cuales poseen un variado numero de sustratos, donde actian degradando
estructuras de proteinas como la albumina, inmunoglobulinas u otras proteinas del
sistema inmunoldgico [24, 31-33]. Algunos autores han reportado que Candida glabrata
es incapaz de secretar proteasas. Asimismo, se ha observado que estas especies poseen
yapsinas que son un tipo de aspartil-proteasas que se encuentran ancladas a su pared
celular-ligadas a glicosilfosfatidilinositol (GPI), las cuales estdn conformadas por 11
miembros (CgYPS1-11) teniendo una especificidad hacia residuos de aminoacidos
basicos. Estas yapsinas estan involucradas en la supervivencia de C. glabrata en
macréfagos, en la remodelacion de la pared celular, en la homeostasis del pH
intracelular, en la homeostasis de las vacuolas para el correcto funcionamiento de estas,
asi como también son requeridas para suprimir la produccion de IL-18 en macrdéfagos

[34, 35].
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Por otro lado, la secrecidn de fosfolipasas le permite hidrolizar los fosfolipidos en acidos
grasos contribuyendo de esta manera al dafio en la membrana celular del hospedero,
facilitando la invasién de manera efectiva en los tejidos envueltos; mientras que las

lipasas actuan hidrolizando moléculas de triacilglicerol [24].

Se ha descrito que las hemolisinas en las especies de Candida son empleadas para
degradar moléculas de hemoglobina para la obtencion de hierro, para su utilizacion en
procesos metabdlicos; en donde la actividad hemolitica puede estar regulada por la
presencia de glucosa en el medio. Se ha caracterizado al gen de la proteina tipo
hemolisina (HLP) como el encargado de la actividad hemolitica in vitro de Candida

glabrata [24, 36].

Se ha visto, que las cepas de Candida glabrata llevan a cabo la expresién de genes de
catalasa, como es el caso del gen CTA1, el cual le permite resistir al estrés oxidativo a
través de la eliminacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales poseen la
capacidad de danar biomoléculas y destruir patégenos fagocitados. Aunque se ha visto
que Candida glabrata, posee otros mecanismos para suprimir el estallido respiratorio
como las superéxidos dismutasas (SODs), estas proteinas se han clasificado en 3 familias:
cobre/zinc (Cu,ZnSOD), hierro o manganeso (FeSOD o MnSOD) y niquel (NiSOD) las
cuales catalizan la dismutaciéon del O, en H.0; y con ello protegiéndola del dafo
oxidativo del Oy ; asi como también poseen 2 sistemas de balanceo-redox: un sistema
de glutatién (GSH) y tiorredoxina, siendo primordialmente el GHS el que le permite
detoxificar ROS y otros xenobidticos. De igual manera se ha descrito que Candida

glabrata lleva a cabo la produccién de un pigmento, producto de la degradacién del
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triptéfano, el cual le confiere proteccidn frente al H,0,, asi como al ataque por parte de

los neutrdfilos [37, 54, 55].

Otro importante factor de virulencia en Candida glabrata es su capacidad de formar
biopeliculas; en donde como primer paso para su formacién se da una adhesién tanto a
superficies vivas o inertes, posteriormente las células adheridas comienzan a proliferar
para formar microcolonias y consecutivamente se lleva a cabo la produccién de la matriz
extracelular, la cual estd compuesta en su mayoria por proteinas, carbohidratos, acidos
nucleicos, asi como una abundante presencia de B-glucanos (componentes de la pared
celular); y por ultimo se lleva a cabo el desprendimiento de algunas células para la
colonizacién de otros sitios. Una caracteristica particular de las biopeliculas de Candida
glabrata es la presencia de células de levadura Unicamente, a diferencia de las otras
especies de Candida que presentan la formacion de pseudohifas e hifas verdaderas. De
esta forma, estas biopeliculas actian como un mecanismo de resistencia frente a
agentes antifungicos, al actuar como una barrera que impide la penetraciéon de los
farmacos, asi como también, pueden actuar como un mecanismo para evadir la
respuesta inmune. Se ha reportado que Bcrl es uno de los principales factores
transcripcionales que regulan la formacién de biopeliculas en las especies de Candida;
mientras que en Candida glabrata se ha mencionado que tanto Ace2, el complejo de
Swi/Snf, el complejo Sir y Cst6, son reguladores transcripcionales importantes de la

formacién de biopeliculas [25, 27, 38].
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1.6.2 Inmunopatogénesis de Candida glabrata

Se conoce poco acerca de como es la respuesta del hospedero a la interaccidn con
Candida glabrata, se ha descrito que la levadura tiene la capacidad de adherirse al
epitelio, y a través de un mecanismo desconocido lleva a cabo la penetracién, donde una
posible via podria ser debido a una alteracién de las barreras primarias o a través de un
proceso de endocitosis. También se ha observado que Candida glabrata tiene la
capacidad de incrementar la cantidad de GM-CSF y producir una baja cantidad de otras
citocinas pro-inflamatorias (IL-1a, IL-1B, TNF-a, IFN-Y 0 IL-8). Dentro de esta respuesta
inmunoldgica, se ha observado que la composiciéon de la pared celular de Candida
glabrata puede activar de manera eficiente la fagocitosis, donde el receptor de dectina-
1 parece jugar un rol clave en la respuesta del hospedero, llevando a cabo el
reconocimiento e internalizacion de Candida glabrata; donde esta ultima, también tiene
la capacidad de inhibir la maduracion del fagosoma, donde a través de un proceso de
autofagia, remodelado de la cromatina, produccién de pigmento y una mayor expresién
de catalasa, le permiten sobrevivir y replicarse para poder colonizar otros érganos [39-

43].
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1.7 Caracteristicas generales de los neutréfilos

Los neutrofilos son células sanguineas pertenecientes a la familia de los granulocitos, los
cuales tienen la caracteristica particular de presentar un nucleo multilobulado (3-5
I6bulos), y generalmente son denominados polimorfonucleares (PMN). Representan del
40-60% del total de leucocitos, siendo los mas abundantes; y en un individuo sano el
numero promedio es de 4,400 neutroéfilos / puL; su tiempo de vida media en circulacion
sistémica es de 8-12 horas aproximadamente y de 1 a 2 dias en los tejidos. Estas células
forman parte esencial de la respuesta inmunolégica innata, al ser una de las primeras
lineas de defensa, ademas de que tienen la capacidad de ser movilizados a los sitios de
infeccion o de inflamacién aguda, en donde seran activados al reconocer sefiales
derivadas de microorganismos (LPS, fMLP]) como del hospedero (interleucinas 1-B, 6, 8
y 17). Los neutrodfilos son leucocitos que tienen la capacidad de rodar a través del
endotelio, en un proceso denominado como cascada de adhesion leucocitaria; durante
esta las células endoteliales llevan a cabo la expresion de moléculas de adhesion como
las P-selectinas y E-selectinas; los cuales interaccionan con el ligando-1 de Ia
glicoproteina P selectina (PSGL-1) y la L-selectina moléculas expresadas
constitutivamente en el neutrdéfilo, dando como resultado un rodamiento caracteristico.
Conforme el neutrdfilo va rodando a lo largo del endotelio, se activan una variedad de
proteinas quinasas (Src, Syk, PI3K, p38) los cuales inducen un cambio en la biologia del
neutréfilo promoviendo la expresiéon de proteinas de la familia de las integrinas B2 ( LFA-
1, MAC-1 y gp150/95) que a su vez interaccidén con otras proteinas pertenecientes a la

familia de las inmunoglobulinas (ICAM-1y 2) de las células endoteliales, dando como
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resultado una firme adhesién y una migracién transendotelial. Una vez translocados,
estos neutréfilos se encontrardn en un ambiente enriquecido de citocinas,
guimioatrayentes y/o productos derivados de microorganismos, los cuales seran los
encargados de su activaciéon completa, para finalmente llevar a cabo estrategias para la
contencidn de estos patégenos. Actualmente se han descrito 3 mecanismos de respuesta
antimicrobiana: la fagocitosis, la degranulacion y la formacién de las trampas

extracelulares de neutrofilos (NETs) [44-49].
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1.7.1 Fagocitosis

La fagocitosis se puede definir como el engullimiento de otras células o microrganismos;
siendo este uno de los principales mecanismos de respuesta antimicrobiana del
neutrofilo, asi como la eliminacion de desechos celulares. Para ello, el neutréfilo tiene la
capacidad de reconocer, engullir y eliminar a los patdgenos. El reconocimiento de
moléculas presentes en los microrganismos, denominados patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs), es llevado a cabo por receptores especializados del
neutrofilo, denominados comunmente receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs). Una vez reconocidas estas moléculas por los PRRs, se lleva a cabo un proceso de
internalizacion del patégeno, llevando a cabo la formacién de una vacuola fagocitica,
conocida como endosoma temprano, el cual constituye un ambiente inocuo para el
patégeno, sin embargo, conforme la vesicula avanza hacia el interior celular va
adquiriendo propiedades letales para el microorganismo, proceso denominado como
maduracién del fagosoma. En este proceso de maduracion del fagosoma, los granulos se
fusionan con la vacuola fagocitica y a la par ocurre el ensamble del complejo de la NADPH
oxidasa, el cual estd conformado por diferentes subunidades: gp91Ph°%, p22°P"°X Rac2,
p67P"x, p47Phoxy p40PX: |3 cual se encuentra distribuida en la membrana plasmatica y
en la membrana fagosémica, y cuya funcidn es bombear electrones en la vacuola para la
generacion de ROS y con ello, crear un ambiente toxico para los microorganismos. Es
importante sefialar, que no todos los microorganismos acceden a este ambiente salvaje

en el fagosoma ya que muchos de ellos han desarrollado estrategias para su

17



supervivencia dentro de estas vacuolas, como la inhibicion de la maduracién del

fagosoma o modificando el ambiente de este [50-53, 55].

1.7.2 Degranulacién

La degranulacidon es otro mecanismo empleando por los neutréfilos, en el cual estos
liberan su contenido granular a través de un proceso de exocitosis hacia el espacio
extracelular. Existen diferentes tipos de granulos: 1) grdnulos primarios, también
conocidos como granulos azurofilicos, los cuales contienen elastasa, mieloperoxidasa,
catepsinas y defensinas; 2) granulos secundarios, denominados como grdnulos
especificos; 3) granulos terciarios; que se componen principalmente de lactoferrina y
metaloproteasas de matriz-9 (gelatinasa), en donde ambos poseen contenidos similares
pero difieren por sus densidades; y 4) vesiculas secretoras las cuales contienen albumina
sérica humana u otras proteinas derivadas del plasma; siendo principalmente estas un
reservorio para moléculas implicadas en la migracion del neutrdéfilos. La migraciony la
exocitosis del contenido granular requieren incrementos en el contenido de Ca?*
intracelular; en donde existen multiples receptores en la superficie de los neutréfilos que
conducen a estos, ademas de que existe un orden en la liberacion de los granulos, siendo
las vesiculas secretoras las primeras en liberarse, seguidas de los granulos terciarios,
secundarios y primarios. De igual manera se ha observado que la produccion de fosfatidil
inositol bifosfato (PIP2) inducido por la activacion del fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K)-y
es necesaria para la exocitosis del contenido granular. Se le ha atribuido un papel a los
lipidos de la membrana como elementos esenciales en el proceso de degranulacidn,
siendo la fosfolipasa D principal involucrada en la liberacién de granulos primarios y
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secundarios. Entre otros mecanismos, se le ha implicado a la familia Src de tirosinas
quinasas en el control de la exocitosis de productos granulares del neutrofilo; dentro de
esta familia se ha agrupado a 3 miembros las cuales pueden ser activados a través del
receptor acoplado a proteinas G (GPCR): 1) Hck el cual transloca la poblacién de granulos
primarios, 2) Fgr que se ha relacionado con la exocitosis de granulos secundarios, la cual
actua rio arriba de la proteina quinasa activada por mitégeno p38 (MAP) y 3) Lyn el cual
hasta la fecha no se ha relacionado con una poblacién de granulos en particular, pero se
ha observado que la inhibicion de la familia Src PP1 conduce a una disminucion en la
liberacion de granulos primarios, secundarios, terciarios, asi como vesiculas secretoras.
También se ha visto que ciertas proteinas de andamiaje, especificamente las B-arrestinas
son necesarias para activar vias de sefializacién que conducen a la liberacién de granulos
primarios y secundarios en los neutrdfilos; estas B-arrestinas son un grupo de
fosfoproteinas citosolicas que funcionan desacoplando los receptores activados
conectados a las proteinas G de las proteinas G heterotriméricas, uniéndose
directamente a la cola citoplasmatica del receptor CXCR1. Estas B-arrestinas pueden
actuar en 2 sitios de la célula: en un receptor en la membrana plasmatica o bien en la
membrana de los granulos. También se ha observado que la exocitosis requiere de la
unién de proteinas GTP a moléculas efectoras intracelulares, siendo las
guanosinatrifosfatasas (GTPasas), las involucradas en la translocacion de los granulos y
en su liberacion. Existen diferentes tipos de GTPasas: las mas estudiadas son las
proteinas G heterotriméricas las cuales se encuentran unidas a la membrana plasmatica

que traducen sefales del receptor al citoplasma y las GTPasas monoméricas relacionadas
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con ras que pueden residir en el citoplasma, en el citoesqueleto de actina o en Ia
membrana celular; en donde es probable que la migracién de granulos requiera de la
remodelacién del citoesqueleto de actina, o bien de movimientos de los microtubulos.
Como paso final de la exocitosis, este proceso involucra un reconocimiento entre los
granulos secretores y las membranas blanco, donde existen un conjunto de receptores
intracelulares que conducen el ensamble y fusidn de los granulos; siendo estos
receptores intracelulares un complejo de fusién de proteinas unidas a la membrana

denominados como moléculas SNARE [56-64].

1.7.3 Trampas extracelulares de neutréfilos (NETs)

EL tercer mecanismo de respuesta antimicrobiana por parte de los neutrdfilos es la
liberacion de las NETs descritas por Brinkmann et al. 2004 [65]. Estas NETs consisten en
un material fibroso compuesto por cromatina descondensada, decorada con proteinas
granulares y citosodlicas, dentro de las cuales se encuentran la elastasa de neutrofilo (NE),
la mieloperoxidasa (MPQ), catepsina G, histonas nucleares (H1, H2A, H2B, H3, H4),
calprotectina, a-defensinas, lactoferrina, proteina incrementadora de la permeabilidad
celular (BPI), gelatinasa, catelicidina (LL37), actina, tubulina, entre otras. Se ha descrito
que las NETs tienen 2 funciones principales: la de atrapar y capturar al microorganismo;
asi como ejercer un efecto microbicida directo sobre ellos. La liberacién de NETs ocurre
principalmente a través de un proceso de muerte celular denominado “NETosis”. Hasta
el momento se han descrito 2 mecanismos para la liberacidn de las NETs: NETosis vital

y NETosis suicida [66-69].
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La NETosis vital consiste en la liberacion de cromatina nuclear, asi como su contenido
granular a través de vesiculas, mediante un mecanismo que no requiere de especies
reactivas de oxigeno (ROS), teniendo como caracteristica particular la ausencia de
muerte celular, y con ello la presencia de neutrdéfilos anucleados denominados
kinetoplastos que siguen teniendo capacidad fagocitica, quimiotactica y de eliminar
patégenos; ademds de que este proceso ocurre dentro de un lapso 5-60 minutos [66, 70,
71]. De igual forma, se ha propuesto la liberacién de DNA mitocondrial por neutréfilos
viables para la formacion de NETS; sin embargo, esto ha sido tema de controversia por
diversos articulos dada la poca cantidad de mitocondrias en los neutrdfilos, por el
pequeno tamano del DNA mitocondrial, por la ausencia de histonas y de marcadores

mitocondriales en estas NETs [72, 73].

Por su parte, en la NETosis suicida ocurre una ruptura de la membrana celulary por ende
se lleva a cabo la muerte del neutréfilo. En este proceso, ocurre una activacion del
neutrdfilo por parte de diferentes estimulos (IL-8 , TNF-a, cristales de urato, cristales de
colesterol, lipopolisacarido, inmunocomplejos, plaquetas, B-glucanos, ionomicina, PMA,
entre otros componentes fungicos, bacterianos, viricos y parasitarios), algunos de los
principales eventos que ocurren durante esta, es la activacion de la proteina kinasa C
(PKC) y de la via RAF/MEK/ERK que conducen al ensamble del complejo de la NADPH
oxidasa, la cual serd la encargada de generar ROS las cuales estan implicados en la
desintegracién de la membrana nuclear, de la membrana citoplasmatica y en la
desintegracién de la membrana de los granulos. La liberacién de las proteinas granulares

de sus vesiculas promueve la descondensacidn de la cromatina, durante este proceso la
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mieloperoxidasa lleva a cabo la cloracion de las histonas, lo cual promueve a su vez un
incremento de la actividad de la elastasa, iniciando la degradaciéon de las histonas. De
manera sinérgica se ha visto que en respuesta a ciertas toxinas que incrementan las
concentraciones de calcio, las enzimas peptidil arginina deiminasa (PAD-4) dependientes
de calcio, favorecen la descondensacidon de la cromatina en un proceso denominado
como citrulinacidn de histonas, en donde acttdan transformando los residuos de arginina
de las histonas en residuos de citrulina mediante el intercambio de un grupo amino por
un grupo ceto, dicho proceso induce la perdida de la carga positiva de las histonas y con
ello la interacciones entre el DNA y estas proteinas. Posteriormente que la cromatina es
descondensada inicia una expansion nuclear aconteciendo un mezclado con el contenido
granular y citoplasmatico; y eventualmente ocurre la extrusion de este DNA. Se ha visto
gue la autofagia es otro mecanismo implicado en la formacién de las NETs, en donde se
han propuesto moléculas relacionadas con este proceso, tales como: la fosfoinositida 3-
kinasa (PI3K), AKT, el objetivo mecanistico de la rapamicina (mTOR), la proteina 7
relacionada a la autofagia (ATG7), asi como las ROS las cuales son conocidas por inducir
autofagia, la cual a su vez es requerida para mantener el estallido respiratorio y tolerar

el estrés inducido por ROS [66, 74-82].

En los ultimos afos, se ha observado que la progresién y una mala regulacion en la
eliminacion de estas NETs estan asociados al desarrollo de ciertas enfermedades dentro
de las cuales destacan: el lupus eritematoso sistémico, la fibrosis quistica, la artritis
reumatoide, la vasculitis sistémica, la psoriasis, la gota, la metastasis del cancer, asi como

la preclamsia [83].
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1.7.3.1 Estrategias de evasion de las trampas extracelulares de neutréfilos

Existen reportes de mecanismos utilizados por los microorganismos para evadir este tipo
de respuesta en los neutrdfilos, uno de ellos es la expresion de la enzima catalasa, la cual
actua suprimiendo el estallido respiratorio, esto debido a que lleva a cabo la degradacidn
del H20; el cual actia como un intermediario en la formacién de ROS, los cuales, estan
implicados en la liberacién de las NETs [72]. Por su parte, también se ha visto que la
expresion de nucleasas por Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Prevotella intermedia; y |la nucleasa secretada por Candida albicans, promueve la
degradacion las NETs previamente formadas para escapar de su efecto [84-87]. De igual
manera se ha reportado que la capsula de polisacaridos y la modificacién de los acidos
lipoteicoicos de Streptococcus pneumoniae reducen la captura por las NETs [88]. En
organismos fungicos, se ha reportado que la capsula de polisacaridos de Cryptococcus
neoformans la cual se compone de glucoronoxilomanano (GXM) vy de
gluconoroxilomananogalactano (GXMGal), inhibe la liberacion de las NETs, siendo
principalmente el GXM, el asociado con esta inhibicién [89]. También se ha notificado
que la formacién de biopeliculas en general, son mecanismos empleados para evadir la
respuesta inmune innata del hospedero; previamente se ha reportado que las
biopeliculas de Candida albicans suprimen la liberacién de las NETs; siendo este
fendmeno conservado entre las especies de Candida albicans, asi como dependiente del
contacto con los neutréfilos, ademads de que requiere conservar una arquitectura intacta,
dado que una disrupcién en esta, conduce a la liberacidn de las NETs incrementando la

susceptibilidad de muerte por parte de los neutréfilos. Este mecanismo de inhibicion de
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las NETs en las biopeliculas de C. albicans parece estar correlacionado con la produccién
de polisacaridos de matriz que difieren de los polisacdridos de la pared celular, estando
este fendmeno asociado a la presencia de PRM1 el cual codifica para un transportador
encargado de la manosilacién de la pared celular durante el crecimiento planctdnico,
mientras que en la formacion de biopeliculas es una enzima critica para la produccidn de
o-mananos que son ensamblados con B-glucanos extracelulares para formar un
complejo de manano-glucano, siendo este polisacarido el propuesto con contribuir a la

inhibicion de las NETs [90-93].
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1.8 Antecedentes

Como antecedente directo realizado por nuestro grupo de trabajo, llevamos a cabo un
estudio, donde previamente encontramos que las especies de Candida tienen
capacidades diferentes para inducir la liberacién de las NETs [94]. En este estudio se
probaron 30 aislamientos clinicos de cada una de las diferentes especies, entre las cuales
figuraban: C. albicans, C. parapsilopsis, C. tropicalis y C. glabrata sensu stricto;
observando que esta ultima no tiene la capacidad de inducir la formacién de las NETs.
De esta manera, para observar si esta era una caracteristica conservada entre las cepas
de este complejo, se incluyeron a las otras 2 especies que forman parte del complejo,
como loson: C. bracarensisy C. nivariensis; observando que estas 2 si tienen la capacidad
de liberar las NETs. Cabe sefialar que en este trabajo no se evaluaron los mecanismos
implicados en la inhibicion de las NETs por parte de C. glabrata sensu stricto, sin
embargo, creemos que esta Ultima esta inhibiendo vias alternas de formacién de las

NETs, es por ello el interés del presente trabajo.

_— — Levaduras en Levaduras en
rEnAGANLE medio liquido medio sélido

C. albicans

nivariensis Sensu stricto

C. glabrata

bracarensis

Figura 2.- Induccion de NETs en cepas del complejo Candida glabrata
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

Las especies del género Candida son una causa creciente de infecciones nosocomiales,
en pacientes criticamente enfermos, siendo estds asociadas con una alta mortalidad,
morbilidad y costo de atencidon por paciente. En las ultimas décadas, especies del
complejo Candida glabrata han adquirido relevancia clinica, siendo una causa comun de

candidiasis invasiva.

Actualmente es poca la informacidén que se conoce acerca de los factores de virulencia

del complejo Candida glabrata que estan implicados en la inhibicion de las NETSs.

Obtener informacion acerca de estos factores expresados por el complejo Candida
glabrata asociados con la inhibiciéon de las NETs, serd de vital importancia para

comprender |la patogenia de la infeccion y establecer medidas para su control.
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CAPITULO 3

OBIJETIVOS

3.1 Objetivo general
Determinar si las catalasas, nucleasas y biopeliculas del complejo Candida glabrata estan

involucrados en la inhibicidn de las trampas extracelulares de neutréfilos.

3.2 Objetivos especificos
1) Analizar la expresién de catalasas, nucleasas y formacién de biopeliculas en
cepas del complejo Candida glabrata.
2) Examinar la formacion de NETs de las cepas del complejo Candida glabrata.

3) Evaluar los mecanismos de inhibicion de las NETSs.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

4.1 Estrategia general
Para cumplir con los objetivos planteados en este trabajo, se establecid la siguiente
estrategia general: partiendo del modelo presentado por nuestro grupo de trabajo,
donde se utilizaron cepas de Candida glabrata sensu stricto, Candida bracarensis y
Candida nivariensis; primero se determind la expresion de algunos factores de virulencia
tales como enzimas hidroliticas, catalasa, nucleasa y formacion de biopeliculas;
posteriormente se procedio a realizar ensayos de induccidén de NETs en las cepas de este
complejo, primero en cultivo plancténico; una vez realizados estos ensayos se inhibio a
la enzima catalasa y se evalud la actividad de la enzima, se realizaron ensayos de
degradacion de NETs con sobrenadantes de los cultivos y finalmente se evalud la

induccion de NET en las biopeliculas de este complejo.
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4.2 Determinacidn de catalasa
A partir de cultivos de 24-48H sembrados en placas de agar Sabouraud dextrose (SDA),
se realizé un ajuste de inoculo al 20%Te00 nm (3x10% UFC/mL) en 3 mL de solucidn salina
estéril 0.85%. Posteriormente se colocaron junto con 100 pL de tritdon X-100 1% en tubos
13x100, a los cuales posteriormente se le afiadieron 500 pL de H,0, 3% a cada uno. Se
incubaron a temperatura ambiente y se realizd la lectura cada 15 minutos durante 2
horas, midiendo la distancia del burbujeo producido. En este ensayo se utilizé una cepa

de Staphylococcus aureus ATCC 25923 como control [95].

4.3 Determinacion de enzimas hidroliticas
Para el andlisis del perfil enzimatico, se determind la expresién de hemolisinas,
fosfolipasas, proteasas, nucleasas y esterasas. Para ello, se sembraron las cepas en caldo
Sabouraud dextrose 2% por 24H a 37°C, transcurrido este tiempo se realizé un ajuste de
indculo al 20%Ts00 nm, para posteriormente tomar 10 pL (para el caso de las hemolisinas)
y 5 ulL (para el resto de las pruebas) de esta suspensién y se sembraron en placas con
medio de cultivo que contenian el sustrato para estas enzimas, asi como discos de papel
filtro; finalmente se incubaron las placas a 37°C durante 2, 5, 7y 10 dias para cada ensayo
respectivamente; utilizando una cepa de Candida albicans como control de referencia

[96, 97].

La medicién de este ensayo se evalud de acuerdo con el indice Pz, el cual se basa en |la

siguiente relacién:

diametro de la colonia

Indice Pz = diametro de la colonia + halo
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En donde ya se encuentran reportados los siguientes rangos:

indice Pz Actividad
<0.69 Muy fuerte (++++)
0.70-0.79 Fuerte (+++)
0.80-0.89 Moderada (++)
0.90-0.99 Débil (+)
1 Nula (-)

4.3.1 Determinaciéon de hemolisinas
Para el andlisis de la actividad hemolitica se utilizaron placas de SDA (BD Bioxon)
suplementadas con glucosa (Sigma aldrich) al 3% y sangre de carnero al 7%, en donde
fueron sembrados sobre las placas e incubadas por 2 dias a 37°C, siendo la presencia de
un halo translucido alrededor de la colonia el indicador de una actividad positiva;

utilizando una cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 como control [98].

4.3.2 Determinacion de fosfolipasas
Para el andlisis de la actividad de fosfolipasas, se emplearon placas de agar SDA (BD
Bioxon) enriquecido con una solucién de yema de huevo al 8% estéril y se sembraron e
incubaron por 5 dias a 37°C, siendo las cepas productoras de fosfolipasas las formadoras

de un halo de precipitacién denso alrededor de la colonia [99].

4.3.3 Determinacion de proteasas
Para el estudio de la actividad proteolitica se utilizé el medio de caseina, el cual estaba
formulado con una solucién A: que contenia 1g dextrosa (Sigma aldrich), 2g agar

bacterioldgico (BD Bioxon) y 50 mL agua destilada; asi como por una solucién B: que
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contenia 1.5g de leche descremada comercial y 50 mL agua destilada, se esterilizaron
por separado en autoclave a 110°C / 10 Ib/ 10 minutos. Una vez esterilizados se
mezclaron a una temperatura 45°C aproximadamente y se vaciaron en cajas.
Posteriormente se sembraron y fueron incubadas por 7 dias a 37°C; en donde la
presencia de un halo translucido alrededor de la colonia nos indicaba una actividad

positiva [1].

4.3.4 Determinacion de esterasas
Para el andlisis de la actividad de esterasas, se lleva a cabo utilizando un medio de
opacidad, formulado de la siguiente manera: 10g bactopeptona, 5g NaCl, 0.1g CaCl,, y
15g agar bacterioldgico disueltos en 1L agua destilada (ajustando a un pH 6.8),
esterilizando en autoclave, para finalmente adicionar 5 mL/L de tween 80 (Sigma aldrich)
estéril al medio templado. Se sembraron e incubaron por 10 dias a 37°C, en donde las
cepas productoras de esta enzima llevan a cabo la hidrolisis del sustrato de prueba,
llevando a cabo la liberacién de acidos grasos que se unen al calcio produciendo un halo

de precipitacién alrededor de las colonias [100, 101].

4.3.5 Determinacion de nucleasas
Para la mediciéon de la actividad de nucleasas, se empleé Agar DNA (BD Difco) sin verde
de metilo, adicionado con CaCl, y MgCl; 5 mM; en donde las placas fueron sembradas e
incubadas por 2 dias a 37°C. La lectura se lleva a cabo afiadiendo una solucién de HCI 1N

al medio, en donde la presencia de un halo translucido nos indicaba una actividad

31



positiva. Para este ensayo se utilizdé una cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923

como control positivo [86].

4.4 Produccidn de biopeliculas
Para efectuar estos ensayos, las cepas fueron sembradas en placas de agar SDA (BD
Bioxon) por 24-48H, posteriormente una colonia fue subcultivada en RPMI-MOPS 1X
(GIBCO™ — Sigma aldrich) ajustado a pH 7.2 e incubada a 37°C con agitacién 200 RPM
durante 18-24H. Una vez transcurrido este tiempo, se realizdé un ajuste de inoculo a 1
D.O.600nm Y se realizd una dilucion 1:10 en medio RPMI-MOPS 1X, para posteriormente
sembrar 250 plL de esta suspension en placas de 96 pozos (Corning™) y esta placa fue

incubada por 24H a 37°C.

4.4.1 Medicion de la biopelicula

44.1.1 Cuantificacion de biopelicula por cristal violeta
Una vez concluidas las 24H de incubacidn se llevd a cabo la medicidn de la masa celular,
en donde las placas de 96 pozos con la biopelicula previamente crecida fueron lavadas
con 250 puL de PBS 1X, se descarté el sobrenadante y posteriormente fueron secadas por
30 minutos a 37°C. Una vez seca, se tifio con una solucidén acuosa de cristal violeta 0.1%
durante 15 minutos y se realizé un lavado con 250 pL H,O MQ estéril por triplicado. Se
desecho este sobrenadante y se dejo secar nuevamente durante 30 minutos a 37°C. Una
vez seca la placa se afadieron 250 pL etanol al 96% por 15 minutos para decolorar, y se

realizé la medicidn en un lector de placas a 595 nm.

32



4.4.1.2  Cuantificacion de biopelicula por MTT
De igual manera, se realizd un ensayo para evaluar la actividad metabdlica en Ia
biopelicula, utilizando el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio el cual
es reducido a cristales de formazan (compuesto insoluble) debido a la actividad
mitocondrial. Para ello, transcurridas las 24H de incubacion se descarté el sobrenadante
de los pozos, se realizé un lavado con 250 pL PBS 1X y posteriormente se le afiadieron
125 pL de RPMI-MOPS 1x y 125 plL de una solucion de MTT 0.01%. Las placas fueron
incubadas por 4 horas a 37°C, y una vez finalizado este tiempo se disolvieron los cristales
generados con 50 puL de DMSO, siendo las concentraciones de formazan determinadas
por espectrofotometria a 490 nm. Los resultados fueron normalizados frente a la cepa

de Candida albicans quien era nuestro control positivo.

44.1.3 Ensayo de azul alamar
Como parte de la medicion de la biopelicula, se realizd un ensayo para evaluar la
viabilidad de las levaduras en la biopelicula, utilizando el ensayo de reduccién de azul
alamar; el cual se fundamenta en la transformacion de la resazurina en resorufina debido
a la actividad mitocondrial; siendo este ultimo un compuesto altamente fluorescente a
590 nm. Para ello, las biopeliculas de 24H fueron lavadas con 250 uL de PBS 1X, se le
afiadieron 225 pL de RPMI-MOPS 1X y fueron agregados 25 pL de azul alamar (para
quedar al 10% del volumen del cultivo en el pozo). Las placas fueron incubadas en
oscuridad por 4H a 37°Cy la medicidn se realizd por espectrofotometria UV-Vis. Se utilizo
la siguiente férmula para evaluar el porcentaje de reduccion: %Reduccidn = (Abs 595 nm
muestra / Abs 595 nm control) x 100.
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4.5 Induccion de NETs por cepas del complejo Candida glabrata

4.5.1 Obtencion y purificacion de neutrofilos
Se obtuvieron muestras de sangre periférica obtenidas a través de puncidon venosa en
tubos con EDTA (BD Vacutainer). Por otro lado, se prepard un gradiente de Percoll
(Sigma-Aldrich) utilizando las siguientes concentraciones: 45%, 54%, 63% vy 72% las
cuales fueron preparadas a partir de una solucidon de trabajo al 100% (tabla 2). Se
tomaron 2 mL de cada solucién preparada y se colocaron en tubo cénico de 15 mL
comenzando con la de mayor concentracién a la de menor concentracién. Una vez
preparado el gradiente se colocaron 2 mL de la sangre venosa colectada con
anticoagulante sobre la superficie del gradiente siendo muy cuidadosos, para
posteriormente realizar una centrifugacion a 600 gravedades durante 20 minutos (sin
freno ni aceleracién). Una vez transcurrido el tiempo, con una pipeta Pasteur se
colectaron los neutrofilos separados los cuales estaban comprendidos entre la interfase
del 63y 72% (justo por arriba de los eritrocitos) y se colocaron en un nuevo tubo cénico
de 15 mL, para consecutivamente realizar un lavado con una solucion de Hanks 1X
(GIBCO™) a través de centrifugacion a 300 gravedades durante 10 minutos (9
aceleracion y 9 desaceleracion). Se decanté el sobrenadante y los neutrdfilos lavados
fueron resuspendidos en una solucion de Hanks 1X suplementado con 10% del suero
autdlogo y 5 uL Hoechst 33342 (Thermo scientific). Ya por ultimo se llevé a cabo un
conteo utilizando la cdmara de Neubauer por microscopia de fluorescencia, al igual que

se determind la viabilidad de las células a través de la tincidn con azul tripano.
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Tabla 2. Preparacién del gradiente de Percoll

Solucién de Percoll Percoll Hanks 1X Hanks 10X
45% 1.89 mL 2.05mL 210 pL
54% 2.268 mL 1.68 mL 252 pL
63% 2.646 mL 1.26 mL 252 pL
72% 3.024 mL 0.84 mL 336 uL

4.5.2 Preparacion de las multiplicidades de infeccion (MOI)
A partir de cultivos de 24H, se midié la absorbancia a 600 nm y con base en ello se
contabilizaron las células que se tenian, dada la relacién que existe que 1 D.O. = 4x10°
UFC/mL. Las células fueron centrifugadas a 4000 RPM durante 5 minutos para la
obtencion del paquete celular y estas fueron resuspendidas en 1 mL de Hanks 1X. Se
realizaron los célculos para obtener un inoculo de 1x10’UFC/mL lo cual equivale a una
MOI 1:100. Para preparar una MOI equivalente a 1:10 se colocaron 100 pL de Ia
suspension 1x10’UFC/mL (MOI 1:100) con 900 pL de Hanks 1X en tu tubo eppendorff de
2 mL. De igual manera, para la obtencién de una MOI 1:1 se colocaron 100 uL de la MOI

1:10 (1x10°UFC/mL) con 900 pL de Hanks 1X en tu tubo eppendorff.
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4.5.3 Ensayos de induccidon de NETs en cultivos planctdnicos flingicos

Para estos ensayos, los neutrofilos resuspendidos en Hanks 1X fueron ajustados a una
concentracién final de 1x10° células/pozo. Posteriormente fueron sembrados 50
uL/pozo en una placa de 96 pozos o 100 pL/pozo en una placa de 24 la cual contenia un
cubreobjeto redondo. De igual manera fueron afiadidos 180 pL/pozo (placa de 96) o 360
uL/pozo (placa de 24) de los tratamientos los cuales eran: las diferentes MOI de las cepas
del complejo Candida glabrata, Hanks 1X estéril y PMA 40 nM (Sigma aldrich). A cada
uno de los tratamientos se les anadié 10 pL sytox green (Thermo scientific) y estos fueron
incubados en oscuridad durante 1-6H a 37°C. La medicién se lleva a cabo por
fluorescencia a 460/538 nm realizando lecturas cada hora. De igual forma, se analizo la
morfologia celular utilizando un microscopio de fluorescencia (Zeiss, Axioplan, West

Germany).

4.6 Caracterizacion de las NETs por inmunofluorescencia
Para estos ensayos, se realizaron ensayos de induccién de NETs por 3H como
anteriormente se menciond (punto 4.5.3) en una placa de 24 pozos con cubreobjetos
redondos 13 mm. Posteriormente las cepas fueron fijadas con 100 uL paraformaldehido
4% durante 15 minutos. Las laminillas fueron colocadas en una cdmara de humedad y
lavadas 2 veces con 100 pL del buffer de bloqueo (leche descremada 3% en PBS 1X).
Posteriormente las células fueron permeabilizadas con 100 pL tritdn 0.1% en buffer de
bloqueo durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se realizo de nuevo 2 lavados con
el buffer de bloqueo, para posteriormente afiadir 100 pL de anti-elastasa (conejo anti-
humana, monoclonal) previamente diluida 1:100 y se incubaron las laminillas por 24H a
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4°C. Transcurrido este tiempo se realizaron 2 lavados con buffer de bloqueo, para
posteriormente afadir 100 pL de Alexa Fluor 488 (ratén anti-conejo) diluido 1:500 que
emite fluorescencia verde como anticuerpo secundario, y se incubo por 1H a
temperatura ambiente en oscuridad. Las laminillas finalmente se montaron en un
portaobjetos con 10 ulL de Prolong Gold Antifade (Thermo fischer) y se analizaron en

microscopio de fluorescencia (Zeiss, Axioplan, West Germany).

4.7 Ensayos de inactivacion de catalasas fungicas
Para evaluar la resistencia de las catalasas fungicas a la inhibicidon por agentes quimicos,
se realizd un ensayo de inhibicidon enzimatica; en donde previamente cultivos de las
cepas del complejo Candida glabrata fueron incubados por 24H a 37°C con aminotriazol
(AMT) 100 mM. Para estos ensayos se utilizd una cepa de Staphylococcus aureus ATCC

25923 como control.

4.8 Degradacion de NETs por nucleasas flingicas
De igual manera para confirmar los ensayos de la actividad de la enzima nucleasa
realizados en placa, se optd por utilizar un ensayo mads sensible como lo es medir
indirectamente la actividad de esta enzima por fluorescencia. Para ello a partir de
cultivos de 24-48H crecidos en SDB, se obtuvieron los sobrenadantes utilizando discos
de filtro de membrana 0.2 um. Por otro lado, se realizaron ensayos de induccién de NETs
utilizando PMA, un potente inductor de las NETs-ROS dependiente, el cual se sabe es un
analogo del diacilglicerol que activa la proteina quinasa K, que lleva a cabo el ensamble

de la NADPH oxidasa y con ello la liberacién de las NETs. Para los ensayos de induccidn
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de NETs, estos fueron realizadas en placas de 96 pozos y se incubaron por 3H a 37°C,
siguiendo la metodologia previamente descrita (punto 4.5.3). Una vez transcurrido el
tiempo, se afadieron los tratamientos los cuales eran DNAsa 1U/mLYy los sobrenadantes
de las cepas a una concentracion final del 10%, se incubaron por 10 minutos y a
continuacion se anadieron 10 uL de EDTA disédico 2 mM para frenar la actividad de la
enzima nucleasa. Finalmente se realizaron lecturas en un fluoroskan (Thermo scientific)
a 485/538 nm. Como controles para este ensayo, se utilizaron DNAsa 1U/mL,

sobrenadantes de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y de Candida albicans.

4.9 Ensayos de induccidon de NETs por biopeliculas flingicas
Para evaluar este otro mecanismo asociado con la inhibicion de las NETSs, se llevd a cabo
la produccién de biopeliculas por 24H (punto 4.4), transcurrido este tiempo se desechd
el sobrenadante del medio y se realizaron 2 lavados con 250 L PBS 1X, se descarto el
sobrenadante y se afiadieron 50 plL/pozo (para una placa 96) o 100 ulL/pozo (para una
placa de 24) de neutrdfilos purificados ajustados a 1x10° células/pozo;
consecuentemente se afadieron 180 uL/pozo (para una placa de 96) o 360 plL/pozo (para
una placa de 24) de Hanks 1X a cada una de las biopeliculas y en seguida se agregaron
10 pL/pozo de sytox green. Se incubaron de 1-6H a 37°C en oscuridad, y eventualmente
se realizaron lecturas en fluoroskan a 485/538 nm cada hora. Como control positivo se

utiliz6 PMA 40 nM, al igual que se utilizé una cepa de Candida albicans como referencia.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1 Determinacion de catalasa
Analizamos la actividad de |la enzima catalasa tanto en S. aureus, C. albicans, como en las
cepas del complejo Candida glabrata observando que todas las especies analizadas
llevan a cabo la expresion de dicha enzima, produciendo un burbujeo, la cual es producto
de la degradacion del perdxido de hidrogeno, provocando asi la liberacién de oxigeno
molecular el cual posteriormente forma una emulsién con el tritén al 1% (figura 3). Como

control negativo se utilizé una cepa de S. pyogenes.
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Figura 3.- Expresion de la enzima catalasa medida con H,0, 3% vy triton 1%
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De igual manera, al momento de realizar estas pruebas observamos que la actividad de
la catalasa tanto en C. albicans como en las cepas de nuestro complejo C. glabrata es
dependiente del tiempo como se puede observar en la figura 4; mientras que en nuestro
control positivo el cual es S. aureus la actividad de esta enzima se mantiene constante.
Al momento de realizar el analisis estadistico encontramos una correlacién entre el

tiempo y el burbujeo producido en las cepas de nuestro complejo (P < 0.05).

Cinética de Catalasa

40 -
5. aureus

204 5. pyogenes
C. glabrata

¢

C. bracarensis

C. nivariensis

4 4

C. alhicans
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Tiempo (Minutos)

Figura 4.- Actividad de la enzima catalasa respecto al tiempo
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5.2 Determinacion de enzimas hidroliticas
Adicionalmente, evaluamos la secrecién de enzimas hidroliticas en las cepas del
complejo Candida glabrata, no encontrando diferencias en la expresion de dichos
factores de virulencia. La actividad de estas enzimas fue determinado a través del indice
Pz, encontramos que las cepas del complejo Candida glabrata llevan a cabo una
expresion muy fuerte de hemolisinas, una expresién fuerte de proteasas, una expresion

muy fuerte de fosfolipasas, ademas de que no expresan esterasas ni tampoco nucleasas

(tabla 3).
Tabla 3. Secrecion de enzimas hidroliticas?
Enzimas Candida Candida Candida Candida
hidroliticas glabrata sensu bracarensis nivariensis albicans
stricto
Hemolisinas ++++ ++++ ++++ ++++
Fosfolipasas ++++ ++++ ++++ ++++
Proteasas +++ +++ +++ +++
Esterasas - - - -
Nucleasas - - - -

I medicidn realizada a través del indice Pz = didmetro de la colonia / didmetro de la colonia + halo

A-P 5

Figura 5.- Evaluacion in vitro de la secrecién de enzimas hidroliticas por cepas del complejo
Candida glabrata: 1) hemolisinas, 2) fosfolipasas, 3) proteasas, 4) esterasas y 5) nucleasas.
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5.3 Produccidn de biopeliculas
Como parte de este trabajo, se llevé a cabo la produccidn de biopeliculas fungicas, siendo
evaluadas a través de ensayos de tincion con cristal violeta, esto para la medicién de la
masa celular, la cual fue determinada espectrofotométricamente a una longitud de onda
de 595 nm. Como se observa en la figura 5, encontramos una fuerte produccién de
biopelicula por parte de nuestro control positivo (C. albicans); a diferencia de las cepas
de nuestro complejo que tienden a formar biopelicula en menor proporcion que C.
albicans; siendo estas diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05). Por otro lado,
encontramos que existian diferencias estadisticas en la produccion de biopelicula entre
C. glabrata sensu stricto y C. nivariensis (P < 0.05), no observando diferencias entre la

produccion de biopeliculas de C. glabrata sensu stricto y C. bracarensis (P > 0.05)

* (P< 0.05)
) * (P<0.05)
* (P< 0.05)
— r—
;_:’u s E 4- 3.02
= % 0
323 .
5>'s 3
.EE -E E *!P<0.05!
% - C 27 NS
0O ! r—
T £ 1.02  0.843
2 0 0 4. I T 0642
L'g a @ T
< 0.195
0 * | | ]
I S-S
2 @ @ e
S A Y P
'e.ﬂ G- "ﬁ;:a {'{‘l o]
o ©
l I
1 1

Biopeliculas Fungicas
Figura 6.- Medicion de la biomasa total de las biopeliculas fungicas a través de la tincion con cristal violeta 0.1%
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Una vez evaluada la biomasa total de esta biopelicula, a continuacién, estimamos la
actividad metabdlica de las células fungicas que se encuentran conformando la
biopelicula mediante ensayos de MTT, dicho ensayo se basa en la medicién por
espectrofotometria a una longitud de onda de 490 nm de la reduccién de una sal de
tetrazolio en cristales de formazan como producto de la actividad mitocondrial. Como
se puede observar en la figura 7, encontramos que la biopelicula producida por nuestro
control positivo (C. albicans) presenta un metabolismo activo; a diferencia de las
biopeliculas producidas por nuestro complejo, las cuales presentan un metabolismo

menor, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05).
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Figura 7.- Medicion de la actividad metabdlica a través del ensayo de reduccion de MTT
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Para descartar que este metabolismo reducido fuera ocasionado por una muerte de las
levaduras que estan conformando la biopelicula, realizamos ensayos de viabilidad con
azul alamar; el cual se fundamenta en la transformacién de la resazurina en resorufina
debido a la actividad mitocondrial, siendo este ensayo medido a través de
espectrofotometria a una longitud de onda de 595 nm. Como se puede observar en la
figura 8, para todos los aislados se obtuvieron porcentajes de viabilidad inclusive
superiores a nuestro control positivo, no existiendo diferencia significativa (P > 0.05)
entre nuestros tratamientos. Por lo tanto, con este ensayo confirmamos que las

levaduras del complejo que se hallan formando biopeliculas se encuentran vivas.

NS
NS

NS

r—
190 116%

125-

92% 100%

100 -

79

% Viabilidad

Biopeliculas Fungicas

Figura 8.- Evaluacion de la viabilidad celular con azul alamar en las biopeliculas fungicas
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5.4 Ensayos de induccién de NETs con cultivos plancténicos fungicos
Una vez evaluados los posibles factores implicados en la inhibicién de las NETs,
procedimos a realizar los ensayos de induccion de NETs. Las NETs fueron observados por
espectroscopia de fluorescencia utilizando sytox green, el cual es un colorante
impermeable a las células vivas que tiene afinidad por el DNA extracelular, y cuando se
intercala entre los azucares de este, tiene la capacidad de emitir fluorescencia. En estos
ensayos se utilizaron diferentes multiplicidades de infeccién (1:100 y 1:1) de las cepas
crecidas en cultivos plancténicos y se realizd una cinética midiendo a diferentes tiempos

la liberacion del DNA extracelular por fluorescencia.

Como se puede observar en la figura 9, a un MOI 1:100 (1x10’ UFC/mL) tanto en la cepa
de C. albicans como en las cepas de nuestro complejo C. glabrata se observa una menor
induccion de NETs comparada con nuestro control positivo el PMA; todo esto parece
indicar que a indculos altos existe liberacion de NETs, pero estas van retrasadas o estan

siendo suprimidas por nuestras cepas.

'E 10 No tratado
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Figura 9.- Cinética de formacion de NETSs en las cepas planctdnicas a un MOI 1:100 utilizando un ensayo
de sytox green.
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Por otro lado, en la figura 10 se puede apreciar como a un MOI 1:1 (1x10° UFC/ mL) tanto
en C. albicans como en las cepas de nuestro complejo C. glabrata no se induce la
liberacion de las NETs, encontrando diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05)

comparado con nuestro control positivo el PMA a diferentes tiempos.
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Figura 10.- Cinética de formacién de NETs en las cepas planctdnicas a un MOI 1:1 utilizando un ensayo
de sytox green.

5.5 Caracterizacion de las NETs por inmunofluorescencia
Para caracterizar la formacion de las NETs y con ello descartar que este DNA extracelular
provenga de otras fuentes, se llevd a cabo el marcaje de la elastasa de neutrdfilo (NE)
por inmunofluorescencia. La NE es un sello distintivo de las NETs, ya que es una serin
proteasa exclusiva del neutréfilo y que se puede observar en conjunto con el DNA

extruido; por otra parte, se tifio el DNA con Hoechst como colorante de contraste.
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Como se visualiza en la figura 11, en neutrdéfilos no estimulados (incubados Unicamente
con Hanks 1X) que fueron tefiidos con Hoechst (fluorescencia azul) y que fueron
marcados con un anticuerpo anti-NE (fluorescencia verde), se puede observar como el
DNA permanece en el nucleo, y de igual manera se observa como la elastasa de

neutrdéfilos permanece localizada dentro de los granulos.

Merge Anti-Elastasa de Neutrofilo Hoechst

Figura 11.- Inmunofluorescencia de neutrofilos no estimulados.

Por otro lado, en neutréfilos estimulados con PMA, un analogo del diacilglicerol (DAG)
que es permeable a las células y que tiene la capacidad de activar a la proteina kinasa C
(PKC) y con ello activar la via de las MAP kinasas (Raf/MEK/Erk) que conllevan a el
ensamble del complejo de la NADPH oxidasa para la generacién de NETs dependientes
de ROS; observamos como se lleva a cabo la extrusion del DNA y de igual forma vemos
como la elastasa de neutrdfilo se encuentra en conjunto con este DNA extruido (figura

12); corroborando con esto que el DNA extracelular es proveniente de una NETSs.
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Anti-Elastasa de Neutrofilo Hoechst

Figura 12.- Inmunofluorescencia de neutrdfilos estimulados con PMA.

Por su parte, en neutrdfilos estimulados con C. glabrata sensu stricto, pudimos
percatarnos de como el DNA permanece dentro del nucleo y la elastasa de neutréfilo
permanece restringida dentro de los granulos (figura 13); siendo todo esto muy similar

a los neutrofilos no estimulados, donde no se visualiza la formacion de las NETSs.

Merge Anti-Elastasa de Neutrofilo Hoechst
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Figura 13.- Inmunofluorescencia de neutrdfilos estimulados con C. glabrata sensu stricto.
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Por ultimo, en neutrdéfilos estimulados con C. albicans, nos dimos cuenta de que existe
extrusion del DNA pero en menor medida que el PMA, y asi mismo apreciamos como la
elastasa se encuentra agrupada con este DNA; es de sefalarse que en la
inmunofluorescencia se puede observar como las levaduras de C. albicans se encuentran

contenidas por estas redes consistentes en NETs (figura 14).

Merge Anti-Elastasa de Neutrofilo Hoechst

Figura 14.- Inmunofluorescencia de neutrodfilos estimulados con C. albicans.

5.6 Ensayos de inactivacion de catalasas flingicas
Posteriormente, una vez realizados los ensayos de inducciéon de NETs y caracterizadas
estas por inmunofluorescencia, procedimos a evaluar los mecanismos implicados en la
inhibicion de las NETs; siendo uno de nuestros ensayos la inhibicidn de la enzima catalasa
utilizando aminotriazol, un compuesto quimico previamente reportado en la literatura,
que se une de manera covalente e irreversible al sitio activo de la enzima. Para ello,
incubamos a nuestras cepas ajustadas al 20%Te00 nm (3x10% UFC/mL) con aminotriazol a
una concentracion 100 mM por 24H; para finalmente medir la actividad de catalasa con
peréxido de hidrogeno 3% vy tritdn 1%. Como se puede observar en la figura 15y 16,

existe una reduccion en la actividad de degradacion del peréxido de hidrogeno, tanto en
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nuestros controles (S. aures ATCC 25923 y un aislamiento clinico de P. aeruginosa), en C.
albicans, como en las cepas de nuestro complejo C. glabrata. Resulta sorprendente como
a pesar de que a nuestras cepas se les dio un tratamiento con un inhibidor irreversible
de la enzima catalasa; sigue habiendo actividad de descomposicion del perdxido de

hidrogeno aun y con una cantidad mas alta del inhibidor (100 mM), de la reportada en

la literatura.
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Figura 15.- Cinética de la actividad de descomposicion del H,0, 3% en cepas que no fueron tratadas con
aminotriazol.
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Figura 16.- Cinética de la actividad de descomposicién del H,0,3% en cepas tratadas con AMT 100 mM.
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5.7 Degradacion de NETs por nucleasas
Un posible mecanismo por el cual no se observa la formacion de NETs en las cepas del
complejo Candida glabrata es por la posible degradacion de NETs por nucleasas fungicas.
A pesar de que los ensayos de hidrélisis de DNA en placa no mostraron actividad de
nucleasas decidimos realizar un ensayo de degradacién de NETs para corroborar la
secrecion de nucleasas ya que, este ultimo es un método mas sensible que permite la
deteccién de bajas cantidades de nucleasas que no es posible con los ensayos en placa
de cultivo. Para obtener las nucleasas secretadas al medio por las cepas del complejo C.
glabrata, primero se crecieron en medio y posteriormente se recuperaron los
sobrenadantes de nuestras cepas utilizando discos de filtro de membrana 0.2 um.
Posteriormente, se indujo la produccién de NETs quimicamente con PMA por 3H, y
anadimos los sobrenadantes de las cepas, se incubaron por 15 minutos y se detuvo la
actividad de la nucleasa con EDTA disddico 2 mm. Finalmente se determind la presencia
de las NETs con sytox green. El fundamento de este ensayo consiste en que una vez que
el DNA extracelular proveniente de las NETs es degradado por una nucleasa fungica; esta
genera fragmentos mas pequeiios, lo cual va a permite que mas moléculas de sytox se
unan a estos fragmentos, debido a que se exponen mas sitios de unién al DNA, lo cual se
va a observar como un aumento en la intensidad de fluorescencia. Como se puede
apreciar en la figura 17, en los neutrdfilos estimulados Unicamente con PMA; es decir,
donde se encuentran las NETs intactas, se observa un porcentaje alto de fluorescencia
emitido. Por otra parte, en las NETs a la cuales se le adiciono DNAsa 1U/mL, se puede

observar un incremento en la intensidad de fluorescencia, producto de la degradacion
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de las NETSs, siendo este incremento significativo comparado contra las NETs intactas (P
< 0.05). De manera similar, en las NETs a la cual se les afiadié sobrenadantes al 10% de
S. aureus ATCC 25923 y C. albicans, se observa este incremento en la intensidad de
fluorescencia debido a la degradacidn de las NETSs, siendo este incremento significativo
comparado contra las NETs intactas (P < 0.05). Por otro lado, en las NETs tratadas con los
sobrenadantes al 10% de las cepas de nuestro complejo C. glabrata, se puede observar
un comportamiento muy similar en la intensidad de fluorescencia con las NETs intactas,
no encontrando diferencias significativas (P > 0.05), con lo cual se deduce que las cepas

de nuestro complejo C. glabrata no llevan a cabo la degradacién de las NETs formadas.
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Figura 17.- Degradacién de NET por sobrenadantes 10% de las cepas, medidas con sytox green.
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5.8 Ensayos de induccidon de NETs en biopeliculas flingicas
Finalmente, evaluamos la induccidn de NETs en biopeliculas fungicas; para ello, se llevd
a cabo la produccién de biopeliculas como anteriormente se menciond (punto 4.8), y de
igual manera se llevd a cabo la purificacidn de neutréfilos los cuales se expusieron a estas
biopeliculas por 3H, realizando la medicién a través de un ensayo de sytox green por
espectroscopia de fluorescencia. Como se puede observar en la figura 18, solamente
observamos liberacién de NETs en nuestro control el PMA. Por otro lado, en las
biopeliculas producidas por nuestra cepa de C. albicans no encontramos liberacion de
estas NETs, siendo esto estadisticamente significativo (P < 0.05) cuando lo comparamos
frente al PMA. Por su parte, en las biopeliculas producidas por nuestro complejo C.
glabrata, encontramos que no existe liberacidén de estas NETs, siendo estadisticamente

significativo (P < 0.05) cuando se compara frente a nuestro control positivo (PMA).
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Figura 18.- Induccién de NETSs en biopeliculas fungicas medidas a 3H.
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De esta maneray para analizar si existe unainhibicion parcial o un retraso en la liberacién
de las NETs, llevamos a cabo una cinética midiendo ahora a diferentes tiempos estas
NETs. Como se puede apreciar en la figura 19, obtuvimos liberacién de estas NETs en
nuestro control positivo el PMA; aunque, por otro lado, en la biopelicula producida por
nuestra cepa de C. albicans confirmamos que existe una inhibicion de las NETSs,
existiendo diferencia estadisticamente significativa, comparada con nuestro control
positivo (P < 0.05). Mientras que en las biopeliculas producidas por nuestro complejo C.
glabrata encontramos que existe induccién de NETSs, pero en menor medida, comparada
con nuestro control positivo (PMA) en donde no existe diferencia significativa (P > 0.05),
encontrando de esta manera que existe un retraso en la liberacién de las NETs, debido a
que si extrapolamos estos resultados con nuestro control positivo (el PMA), en cierto

punto se alcanzaria la liberacién de las NETS.

No tratado

PMA

C. glabrata sensu stricto
C. bracarensis

C. nivariensis

C. albicans

Intensidad de Fluorescencia

Tiempo (Horas)

Figura 19.- Cinética de formacién de NETs en biopeliculas fungicas.
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CAPITULO 6

DISCUSION

En las ultimas décadas, las especies del complejo C. glabrata han adquirido relevancia
clinica siendo actualmente la 2da o 3era causa mas comun de Candidiasis invasiva
después de C. albicans. Dado que los neutréfilos son una de las primeras lineas de
defensa frente a patdgenos fungicos, es de gran interés conocer la respuesta
inmunolégica montada por parte de los neutrdfilos frente a estas levaduras.
Recientemente nuestro grupo de trabajo encontré que las especies de Candida tienen
capacidades diferentes para inducir la formacién de las NETs (Campos-Garcia et al.
2019). En ese trabajo se evalud a las especies del complejo C. glabrata, encontrando que
la especie de C. glabrata sensu stricto no induce la liberacion de las NETs; pero es de
senalarse, que no se evaluaron los mecanismos implicados en este proceso. Es por ello,
que en este trabajo evaluamos algunos de los posibles mecanismos que pudiera estar
utilizando C. glabrata sensu stricto para inhibir las NETs, utilizando como modelo a las
cepas del complejo Candida glabrata, las cuales son fenotipicamente indistinguibles,

pero muestran caracteristicas genotipicas heterogéneas.

Hablando acerca de los mecanismos de inhibicién, existen reportes en otros
microorganismos que la expresion de la enzima catalasa, puede actuar suprimiendo el
estallido respiratorio para la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las
cuales estan implicadas en la formacién de estas NETs a través de la via de ROS

(Bekeschus et al. 2016). Para ello, como primer paso, evaluamos la actividad de catalasa
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en las cepas de nuestro complejo C. glabrata, encontrando que nuestras 3 especies,
expresan actividad de catalasa, siendo esta actividad dependiente del tiempo, ya que se
va incrementando de manera logaritmica conforme avanza el tiempo (figura 4). Esto
resulta de gran interés, debido a que como se sabe, la catalasa actia degradando el
peroxido de hidrégeno, el cual es un intermediario en la formacidon de las ROS, las cuales

conducen a una via para la liberacién de las NETs (Fuchs et al. 2007).

Existen reportes que las cepas de Candida glabrata, llevan a cabo la expresion de una
sola catalasa (CTA1) la cual se localiza en el citosol y se acumula en los peroxisomas
durante su respiracion o debido a su induccidén en el interior de células fagociticas,
permitiéndole su sobrevivencia. Cuellar-Cruz et al. 2008 previamente encontraron que
C. glabrata induce la expresion de la catalasa, la cual le permite adaptarse a altas
concentraciones de peroxido de hidrogeno, siendo esta respuesta adaptativa
dependiente de YAP1 y de Skn7p y parcialmente dependiente de Msn2p y Msn4p, los
cuales son factores de transcripcion en respuesta al estrés oxidativo [37]. De igual
manera, en este estudio encontraron que esta catalasa de C. glabrata es requerida para
la resistencia al peréxido de hidrogeno in vitro; sin embargo, no es necesaria para su
virulencia en el modelo in vivo. En otro estudio realizado por Roetzer et al. 2010,
encontraron que la expresién de la catalasa es regulada por el estrés oxidativo y por el
estrés de la fuente de carbono, expresandose hasta 10 veces mas; encontrando ademas
que las células de C. glabrata cuando son fagocitadas inducen la expresiéon de esta
enzima, siendo esta localizada en el citoplasma y en los peroxisomas [102]. Otro estudio

realizado por Figueiredo-Carvalho et al. 2017, menciona que aislamientos clinicos de C.
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glabrata, son buenos productores de catalasa; sin embargo, no existe correlacién entre
la actividad de esta enzima con la susceptibilidad antifungica evaluada [103]. Por otro
lado, ya se ha documentado la expresidn de catalasa en otros organismos fungicos, como
es el caso de C. albicans (Rubin- Bejerano et al. 2003; Enjalbert et al. 2007); donde esta
juega un papel en la resistencia al estrés oxidativo, previniendo la muerte mediada por
ROS en los neutréfilos; aunque de forma muy similar con C. glabrata, la interrupcion de
esta enzima no parece atenuar la virulencia en un modelo murino (Pradhan et al. 2017);
de manera interesante se ha visto que el perdxido de hidrogeno puede promover la
transicion morfolégica de levadura a hifa (Nakagawa et al. 2008 ; Nasution et al. 2008).
Por otro lado, en Aspergillus fumigatus, un hongo filamentoso, se ha reportado la
presencia de 3 catalasas, una catalasa conidial y 2 catalasas miceliales; encontrando que
estas 2 ultimas, protegen temporalmente al hongo del estallido respiratorio de acuerdo
con el modelo experimental de aspergilosis invasiva (Paris et al. 2003). De igual forma,
en Cryptococcus neoformans, se ha reportado la presencia de 4 catalasas (CAT1, CAT2,
CAT3, CAT4); siendo Unicamente la CAT1 la que muestra actividad in vitro, y de acuerdo
con cepas mutantes para estas catalasas, estas no exhiben fenotipos de estrés oxidativo;
y tampoco estdn asociadas a la virulencia de acuerdo con el modelo murino experimental

de criptococosis (Giles et al. 2006).

Otro posible mecanismo implicado en evadir las NETs es la secrecidon de nucleasas,
enzimas encargadas de la ruptura de enlaces fosfodiéster sobre cadenas de acidos
nucleicos; las cuales le confieren la habilidad de escapar del atrapamiento por las NETs a

ciertos microorganismos (Thammavongsa et al. 2013, Doke et al. 2017, Beiter et al.
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2006, Buchanan et al. 2006, Zhang et al. 2017). Para ello, en este trabajo evaluamos la
expresion de nucleasas en las cepas del complejo C. glabrata usadas en nuestros
experimentos, a través de ensayos de hidrolisis del substrato en placa; encontrando que
ninguna de lleva a cabo la expresidn de dicha enzima. Para descartar otro posible factor
de virulencia implicado en la inhibicidn de estas NETs en las cepas que utilizamos del
complejo C. glabrata; se evalud la producciéon de otras enzimas hidroliticas como:
hemolisinas, fosfolipasas, aspartil-proteasas y esterasas; encontrando que las cepas
usadas son muy fuertemente productoras de hemolisinas y fosfolipasas, son
fuertemente productoras de proteasas, y no son productoras de esterasas. Dado que no
existen diferencias en la expresién de estas ultimas 4 enzimas hidroliticas (hemolisinas,
fosfolipasas, proteasas y esterasas), y debido a que no existen reportes aun, no podemos
relacionar a una de estas enzimas en particular con la posible inhibicién de las NETs. En
comparacion, en un estudio realizado por Figueiredo-Carvalho et al. 2017 encontré que
en 91 aislamientos de C. glabrata estos fueron productores de hemolisinas (98.9%),
proteasas (95.6%) y esterasas (56%); y que estos no mostraron actividad de fosfolipasa.
Mientras tanto, Trevifio-Rangel et al. 2019 recientemente encontré que en 107
aislamientos clinicos de C. glabrata sensu stricto, estos mostraron actividad de aspartil-
proteasa (100%), fosfolipasas (78.5%), esterasa (12.1%), y de hemolisinas (95.3%); y
ninguna cepa mostro actividad de nucleasa. De igual manera, Deorukhkar et al. 2014
encontré que de 93 aislamientos clinicos de C. glabrata, estos fueron productores de
aspartil-proteasas (60.2%), fosfolipasas (65.5%) y hemolisinas (66.6%). De forma similar,

Atalay et al. 2015 encontré que de 14 aislamientos clinicos de C. glabrata, estas
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mostraron actividad de aspartil-proteasas (28.5%), fosfolipasa (35.7%) y de esterasa
(7.1%). Por otro lado, hasta ahora no existen reportes de que especies de C. glabrata
produzcan nucleasas; concordando hasta ahora nuestros resultados con otros autores,
como es el caso de Melo-Riceto et al. 2015 en donde partiendo de 5 aislamientos clinicos
de C. glabrata encontré que estas no llevan a cabo la produccién de nucleasas. Por su
parte, si se ha encontrado actividad de nucleasas en otros organismos fungicos, tal y
como lo documentan Zhang et al. 2017, donde previamente encontraron que el hongo
oportunista C. albicans lleva a cabo la secrecién de una nucleasa que le confiere un rol
para escapar de las NETs; a diferencia de nuestra cepa de C. albicans que de acuerdo con
estos ensayos de hidrolisis en placa no mostro actividad de nucleasa. De manera similar,
Menezes et al. 2016 encontré que a partir de 75 aislamientos clinicos de C. albicans de
pacientes VIH positivos, estas mostraban actividad de nucleasa (32%), mientras que en
41 aislamientos clinicos de C. albicans de pacientes VIH negativos, en estos también se
observaba actividad de nucleasa (12.2%). Por otra parte, también se ha observado que
otros organismos fungicos producen nucleasas; tal y como lo mencionan Sanchez et al.
2010, donde encontraron actividad de nucleasa en 73 cepas de C. neoformans y en 12

cepas de C. gattii.

Por otro lado, las biopeliculas fungicas, se han definido como comunidades biolégicas de
células unidas entre si, embebidas sobre una matriz extracelular la cual es producida por
ellas mismas; teniendo 2 funciones principales: la de actuar como una barrera frente
agentes antiflngicos; o bien, la de resistir al ataque por parte de las células del sistema

inmune innato. De esta manera, se han descrito como un mecanismo que modifica la
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liberacion de las NETs, de igual manera a lo reportado en las biopeliculas de C. albicans
y en la produccién de una matriz extracelular por A. fumigatus (Johnson et al. 2016,

Kernien et al. 2017, Lee et al. 2015, Kernien et al. 2018, Urban C. & NettJ. 2019).

Para ello en este trabajo, por un lado, se evalud la produccion de biopeliculas por medio
de la tincién de cristal violeta, ensayos de MTT para la medicion de la actividad
metabdlica, y ensayos de azul alamar, para la evaluaciéon de la viabilidad celular;
encontrando de esta manera que nuestra cepa control C. albicans muestra una fuerte
produccion de biopelicula, siendo las células que conforman esta biopelicula
metabdlicamente activas, ademas de ser viables. Por su parte, en las cepas de C. glabrata
usadas en este trabajo, encontramos que tienden a formar menos biopeliculas
comparada con C. albicans; y de igual manera las levaduras de nuestro complejo
muestran una actividad metabdlica reducida comparada con C. albicans; sin embargo,
poseen viabilidades similares o inclusive mayores que C. albicans, descartando con ello
que este metabolismo reducido se debiera a una muerte de las levaduras que se
encuentran conformando la biopelicula. Nuestros resultados difieren un poco a lo
reportado por otros autores, ya que Guembe et al. 2016 encontré que en 39
aislamientos clinicos de C. glabrata estas fueron productoras de biopelicula baja (92.3%)
y moderada (7.7%), de acuerdo con ensayos de cristal violeta. De forma similar,
Rodriguez et al. 2018 encontré una baja produccién de biopelicula en una cepa C.
glabrata ATCC 2001, mientras que en una cepa mutante para manosiltransferasas (C.
glabrata AMNN2) observaron una mayor produccién de biopelicula, de acuerdo con

ensayos de inmunofluorescencia y de cristal violeta. También, otro estudio realizado por
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Pathak et al. 2012 encontrd una baja produccion de biopelicula en 4 aislamientos clinicos
de C. glabrata, con base en ensayos de cristal violeta. Por otro lado, en un estudio
realizado por Marak M. & Dhanashree B. 2018 previamente encontraron que en 3
especies de C. glabrata aisladas, estas no mostraron produccién de biopelicula, acorde
con ensayos de cristal violeta. Comparando nuestros resultados del andlisis de la
actividad metabdlica por el ensayo de reduccién de MTT, Johnson et al. 2017
encontraron que diferentes cepas de C. glabrata muestran una actividad metabdlica alta,
la cual correlaciona con la formacién de biopelicula,utilizando a diferencia de nosotros
ensayos de reduccién de XTT. Por otro lado, Chew et al. 2019, encontré que el
metabolismo en las biopeliculas de C. glabrata dependia de la fuente de carbono siendo
alto cuando la fuente de carbono se compone de glucosa o glicerol, y siendo moderado
cuando este se compone de acetato, lactato, etanol u 4cido oleico; encontrando de igual
manera, que hay una reduccion en la produccion de biopelicula en una mutante para
una enzima del ciclo del glioxilato (C. glabrata AICL1) utilizando como fuente de carbono
acetato, lactato, etanol y acido oleico. La posible diferencia de nuestros resultados con
lo reportado anteriormente se puede deber a que se utilizaron condiciones diferentes a

las nuestras para los ensayos de produccion de biopeliculas.

Se ha reportado que diversos patégenos inducen la liberacién de las NETs, siendo esta
una respuesta clave, ya que tiene la capacidad de inmovilizar y eliminar a una amplia
gama de microbios (bacterias, hongos, protozoarios y virus), previniendo con ello la
capacidad de diseminacidon de estos patégenos (Yang et al. 2016). Por ello, en este

estudio se evalud la interaccion del neutrdfilo, a través de la formacidon de las NETs en
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cepas plancténicas del complejo C. glabrata, encontrando que a indculos altos (1x10’
UFC/mL) existe una ligera induccién de estas; sin embargo, estas tienen la capacidad de
ser suprimidas o retrasadas comparadas con nuestro control positivo el PMA. Por otro
lado, cuando evaluamos esta formacién de NETs en las cepas de nuestro complejo, pero
ahora utilizando un inoculo bajo (1x10° UFC/mL), encontramos que no existe liberacién
del DNA, de acuerdo con nuestros ensayos de sytox green. Por su parte en nuestra cepa
de referencia C. albicans, encontramos resultados muy similares, observando que, a
indculos altos existe una menor liberacion de las NETs, comparada con nuestro control
positivo, pero a un inoculo bajo, no existe liberacion de las NETs. Cabe sefalar que el
posible mecanismo implicado en la inhibicidn o retraso de las NETs de este trabajo es la
actividad de la enzima catalasa. Por otro lado, una limitante de este estudio es que no se
evalud la viabilidad celular en las cepas de nuestro complejo, después de la interaccion
con los neutréfilos. Un estudio similar, realizado por Johnson et al. 2017 recientemente
encontrdé que cepas plancténicas de C. glabrata llevan a cabo la liberacién de las NETSs,
en menor medida que su control positivo el PMA, y que cuando incrementan las
concentraciones de C. glabrata se elevan los niveles de DNA extracelular. En este
estudio, observaron que C. glabrata induce la liberacion del DNA extracelular de forma
mas rapida (1H), independiente de ROS, comparado frente al PMA, el cual induce de
manera mas tardia la liberacién del DNA extracelular de manera ROS dependiente. De
igual forma en este estudio, se encontré que la formacién de las NETs en cepas
plancténicas de C. glabrata es en parte dependiente de ROS, ya que la inhibicién

farmacolégica de la NADPH oxidasa perjudica parcialmente la liberacién de las NETSs;
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encontrando, que existen otras vias para la formacion de estas, siendo una de ellas, a
través de procesos de fagocitosis, ya que cuando tratan a los neutréfilos con citocalasina
D (un inhibidor de la fagocitosis) observan que hay un bloqueo casi completo en la

liberacion de las NETs.

En este trabajo caracterizamos la formacion de las NETs, mediante el marcaje de la
elastasa a través de ensayos de inmunofluorescencia. La elastasa es una serin proteasa
exclusiva de los neutrdfilos que, en la formacién de las NETs tiene la capacidad de migrar
hacia el nucleo, donde actua degradando las histonas, favoreciendo este proceso la
descondensacion de la cromatina; y también se puede observar en conjunto con el DNA
extracelular; siendo de esta forma un sello distintivo para la caracterizacién de las NETs.
En neutréfilos no estimulados observamos que el DNA permanece dentro del nucleo,
mientras que la elastasa permanece localizada dentro de los granulos, no existiendo
migracion. Por otro lado, en neutrdfilos estimulos con PMA, un inductor de las NETs-
ROS dependientes, observamos que existe un desempaquetamiento de la cromatinay la
elastasa de neutréfilo se encuentra en conjunto con esta cromatina descondensada,
confirmando con ello la liberacion de la NETs. Por su parte, en neutréfilos estimulados
con nuestra cepa de C. glabrata sensu stricto, encontramos que no existe
descondensacién de la cromatina, permaneciendo estd en el nucleo, y de igual manera,
encontramos que la elastasa permanece dentro de los granulos, no existiendo liberacién
de las NETs. Por otro lado, en nuestra cepa control (C. albicans) encontramos que existe
descondensacidn de la cromatina, en menor proporcidon que el PMA, y de igual forma

observamos como la elastasa de neutréfilo se encuentra en conjunto con esta cromatina
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descondensada, ademds de que se puede observar como las levaduras estan siendo

contenidas por estas trampas extracelulares.

Es de seiialar, que las cepas del complejo C. glabrata difieran de otras especies de
Candida; siendo células de menor tamano (1-4 um), ademds de que no presentan formas
filamentosas. De igual manera, ya se ha descrito que los componentes de la pared celular
de C. glabrata, especificamente los B-glucanos median el reconocimiento en los
neutrofilos a través del receptor de Dectin-1, siendo este receptor el que le confiere
mayor sensibilidad al huésped para detectar infecciones sistémicas por este hongo
levaduriforme (Chen et al. 2017). Branzk et al. 2014, encontraron que los neutrofilos
pueden sensar de manera selectiva el tamano de los microorganismos, como sucede en
respuesta a las hifas de C. albicans las cuales al ser estructuras grandes (> 9 um), estas
son reconocidas a través del receptor de Dectin-2 y llevan a cabo la liberacion de las
NETs; mientras que en microorganismos pequefios (como pudiera ser el caso de C.
glabrata), estos son reconocidos a través del receptor de Dectin-1 predominando
respuestas de fagocitosis e inhibiendo con ello la NETosis. Siendo una limitante de este
trabajo, que no evaluamos si las cepas de nuestro complejo C. glabrata estdn siendo
eliminadas a través de procesos de fagocitosis; o bien, estan inhibiendo la maduracidn

del fagosoma.

En este trabajo, de igual forma se evaluaron los mecanismos implicados en la inhibiciéon
de las NETs. Como sabemos, la importancia de las ROS en la defensa frente a patdégenos
es crucial, tal y como se puede ver en los pacientes con la enfermedad granulomatosa

crénica, los cuales se caracterizan por presentar mutaciones en los genes de la NADPH
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oxidasa en los neutrdfilos, teniendo con ello una actividad antimicrobiana disminuida y
siendo incapaces de formar NETs; padeciendo de esta manera infecciones recurrentes;
siendo la terapia génica la encargada de restablecer la formacién de estas NETs
obteniendo con ello resultados favorables en la eliminacién de A. nidulans en estos
pacientes (Bianchi et al. 2009). Ahora bien, dado que encontramos actividad de la
enzima catalasa en las cepas de nuestro complejo, uno de nuestros ensayos se enfocé
en evaluar el papel de esta enzima en la liberacidn de las NETs-ROS dependientes. Para
ello, utilizando el aminotriazol (AMT), un inhibidor irreversible de la catalasa, que se une
de manera covalente al centro activo de la enzima; probamos la capacidad que tenia de
inhibir a la enzima, exponiéndolo a nuestras cepas, y evaluando con ello la actividad a
través de la degradacion del peréxido de hidrogeno. Con esto obtuvimos que a pesar de
gue nuestras cepas fueron tratadas overnight con el inhibidor, cuando mediamos Ia
actividad, seguia existiendo degradacion del perdéxido de hidrogeno, pero en menor
medida. Esto se puede deber a que en C. glabrata la catalasa no es el Unico mecanismo
que tiene para suprimir el estallido respitorio. Se sabe que C. glabrata expresa 2
superoxido dismutasas (SOD1 y SOD2), las cuales se inducen en ausencia de glucosa,
siendo SOD1 la que convierte el ion superéxido en peroxido de hidrogeno, pero sin
embargo no responden a este. También se sabe que C. glabrata expresa un sistema de
glutation (GSH1 y GSH2) el cual le permite detoxificar ROS (incluyendo el perdxido de
hidrogeno) u otros xenobidticos. Por otra parte, se ha visto que el sistema citoplasmatico
de tiorredoxina (TRX2 y TSA1) juega un papel menor en la adaptacion al peréxido de

hidrogeno; sin embargo, en conjunto estos 3 sistemas (GSH, tiorredoxina y catalasa)
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podrian complementarse para resistir frente al estrés oxidativo (Briones-Martin-Del-
Campo et al. 2014, Roetzer et al. 2011, Holmgren et al. 2005). Por otro lado, Brunke et
al. 2010 documentaron la presencia de un pigmento derivado de la degradacion del
triptéfano a través de la via de Ehrlich en C. glabrata el cual es impulsado por una
aminotransferasa aromatica (Aro8), lo cual le confiere una resistencia incrementada al
perdxido de hidrogeno y con ello una mayor supervivencia al ataque por parte de los
neutrofilos humanos. En conjunto todos estos mecanismos podrian estar implicados en
la supresion de la liberacién de las NETs a indculos altos, o bien en la inhibicion de las
NETs a indculos bajos en las cepas de nuestro complejo; todo esto, a pesar de que existe
la secrecion de otros factores de virulencia que promueven la formacion de las NETSs; tal
y como se ha documentado en las proteasas asparticas secretadas por el hongo C.
albicans, las cuales activan la liberacion de las NETs a través de mecanismos
dependientes e independientes de ROS (Zawrotniak et al. 2017); o bien, a través de la
produccidon de fosfolipasas, a las cuales se les ha asociado con este proceso de liberaciéon
de las NETs (Campos-Garcia et al. 2019). Por otro lado, el proceso de liberacion de NETs
rapida en organismos fungicos como en C. albicans se ha asociado a la presencia
agregados y a componentes fungicos tal como los B-glucanos los cuales son reconocidos
a través del receptor del complemento 3, proceso que no requiere de la participacion de
ROS (Byrd et al. 2015); siendo esto lo que podria explicar el proceso de liberacién de
NETs en las cepas del complejo C. glabrata a un inoculo alto; proceso donde no se

observa un incremento. Una de las perspectivas de este trabajo, consiste en la medicidon
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de la formacién de las NETs en las cepas de nuestro complejo C. glabrata tratadas con

AMT; o bien, la determinacién de ROS en los neutréfilos.

En este trabajo también se evalud el papel de las nucleasas como un posible mecanismo
de evasién de las NETs por las cepas de nuestro complejo C. glabrata. Dado que no
encontramos actividad de nucleasas en nuestras cepas de acuerdo con los ensayos de
hidrolisis del substrato en placa; quisimos corrobar estos resultados con un ensayo mas
sensible como lo es evaluando la degradacién de las NETs preinducidas quimicamente
con PMA, y utilizando espectroscopia de fluorescencia a través de un ensayo de sytox
green. De esta manera, se observd que Unicamente en nuestro control positivo la
nucleasa, los sobrenadantes de S. aures y de C. albicans llevaron a cabo la degradacién
de estas NETs, no observandose este fendmeno en las cepas de nuestro complejo C.
glabrata. Hasta la fecha, no existen reportes de que las cepas del complejo C. glabrata
secreten nucleasas como mecanismo para escapar del ataque mediado por las NET.
Solamente se han descrito en otros organismos fungicos, tal y como lo documentan
Zhang et al. 2017 quienes demuestran que C. albicans lleva a cabo la secrecién de una
nucleasa la cual le permite escapar de estas NET, utilizando a diferencia de nosotros un
ensayo de inmunodifusiéon radial. De manera similar, se ha descrito que otros
microorganismos tales como P. intermedia, S. pneumoniae y S. pyogenes llevan a cabo la
secrecion de nucleasas las cuales actlan degradando las NETs previamente formadas,
para escapar de la captura y eliminaciéon promovida por estas estructuras (Doke et al.
2017, Beiter et al. 2006, Buchanan et al. 2006). Por su parte, se ha descrito que S. aureus

lleva a cabo la secrecidon de una nucleasa la cual le permite degradar estas NETs
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formadas, para posteriormente transformarlas en desoxiadenosina, un componente que
promueve la citotoxicidad en macrofagos (Berends et al. 2010, Thammavongsa et al.

2013).

Por ultimo, en este trabajo encontramos que las biopeliculas del complejo C. glabrata
inducen la liberacidon de las NETs, pero en menor proporcion que el PMA; esto fue
corroborado, al realizar una cinética midiendo a diferentes tiempos estas trampas,
encontramos que las biopeliculas de nuestro complejo C. glabrata retrasan la liberacién
de las NETSs, ya que las estan induciendo de manera mas lenta que nuestro control el
PMA. Esto resulta interesante ya que se podria decir que esta induccion lenta podria ser
un mecanismo de evasion utilizado por las cepas de nuestro complejo C. glabrata, para
resistir la muerte mediada por los neutréfilos como anteriormente se ha descrito para
las biopeliculas producidas por otras especies de Candida (Katragkou et al. 2010; Xie et
al.2012; Johnson et al. 2016). Nuestros resultados son muy similares a los publicados
por Johnson et al. 2017, quienes describieron que las biopeliculas de C. glabrata inducen
la liberacion retrasada de las NETs, como mecanismo de supervivencia para resistir la
muerte de los neutrdfilos; siendo este mecanismo de induccién, independiente de una

via de ROS, pero dependiente de la fagocitosis.

Deigual manera, ya se ha descrito que las biopeliculas de C. albicans inhiben la formacién
de las NETs, a través del contacto-dependiente y de una estructura intacta de la
biopelicula, estando este fendmeno asociado a la supresidn en la produccién de ROS;
siendo un complejo de manano-glucano el principal componente de la matrix

extracelular de la biopelicula el relacionado con la inhibicidn, ademas de que contribuye
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con la virulencia en vivo (Johnson et al. 2016; Kernien et al. 2017). Sin embargo, se
desconoce si existe una produccion de polisacaridos similares al complejo manano-

glucano en las biopeliculas de C. glabrata relacionados con esta liberacién de las NETs

retardadas.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Las cepas del complejo C. glabrata expresan actitivad de catalasa, la cual es
dependiente del tiempo.

Las cepas del complejo C. glabrata muestran actividad de hemolisinas,
fosfolipasas, y proteasas, pero no de esterasas y nucleasas.

Las cepas del complejo C. glabrata llevan a cabo la produccién de biopeliculas,
mostrando una actividad metabdlica reducida y altos niveles de viabilidad celular.
Se encontrod que las cepas del complejo C. glabrata durante su forma plancténica
llevan a cabo la induccién de NETs a indculos altos, pero no a indculos bajos.

Se caracterizaron a las NETs a través del marcaje de la elastasa por
inmunofluorescencia.

Se observo que las cepas del complejo C. glabrata muestran actividad de
detoxificacion del perdxido de hidrogeno aun en presencia de un inhibidor de
catalasa.

No se observé degradacion de las NETs por las cepas del complejo C. glabrata.
Las biopeliculas producidas por el complejo C. glabrata llevan a cabo la liberacidn

retardada de las NETSs.
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CAPITULO 8

PERSPECTIVAS

Evaluar la produccion de superdxidos dismutasas y de sistemas de reduccion
(glutation y tiorredoxina), como otros mecanismos implicados en la
detoxificacion de ROS y en la inhibicién de las NETs por las cepas del complejo C.
glabrata.

Evaluar la produccion de ROS en los neutrdéfilos expuestos a las cepas del
complejo C. glabrata.

Evaluar el porcentaje de muerte mediada por los neutréfilos en las cepas del
complejo C. glabrata.

Evaluar las vias de liberacién retarda de las NETs en las biopeliculas producidas
por el complejo C. glabrata (dependientes o independientes de ROS).
Caracterizar la formacion de las NETs en las biopeliculas del complejo C. glabrata
a través del marcaje de la elastasa mediante ensayos de inmunofluorescencia.
Analizar la presencia de complejos manano-glucano en las biopeliculas
producidas por el complejo C. glabrata como principales componentes
relacionados con la liberacidn retardada de las NETSs.

Evaluar la virulencia y la respuesta del neutréfilo en las biopeliculas del complejo

C. glabrata in vivo.
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APENDICES

APENDICE A. PREPARACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES.

Agar Sabouraud Dextrose: Pesar 65g del medio de cultivo (BD Bioxon) y afiadir 1L agua
destilada; posteriormente calentar hasta disolverlo completamente y esterilizar en

autoclave a 121°C/ 15 Lb/ 15 minutos. Finalmente se vierte el medio en placas Petri.

Caldo sabourad glucosado 2%: Pesar 5g de peptona de caseina, 5g de peptona de carne
y 20g de glucosa, disolver en 1L de agua destilada, distribuir 4 mL en tubos de 13 x 100y

finalmente esterilizar en autoclave.

Solucidn salina 0.85%: Pesar 0.85g de NaCl grado reactivo y disolver en 100 mL de agua

destilada.
Triton X-100 1%: Colocar 0.1 mL tritén X-100 absoluto y disolver con 9.9 mL de PBS 1X.
H203 3%: Colocar 1 mL de H,0; 30% con 9 mL agua destilada.

Medio para hemolisinas: Pesar 65g de agar Sabouraud dextrose y 30g de glucosa
disolver con 930 mL de agua destilada calentando en bafio de agua. Esterilizar en
autoclave y una vez atemperado afadir 70 mL (aproximadamente 1400 gotas) de sangre

total de manera estéril y vaciar en placas Petri.

Medio para fosfolipasas: Pesar 65g de agar Sabouraud dextrose, 30g de glucosa, 58.44g
de NaCl, 0.55g de CaCl, y disolver en 920 mL de agua destilada calentando en bafio de
agua. Esterilizar en autoclave y una vez atemperado afiadir 80 mL de yema de huevo de

manera estéril.

Medio para proteasas: Pesar 1g de glucosa, 2g de agar bacterioldgico y disolver con 50
mL de agua destilada. Por otro lado, pesar 1.5 de leche descremada comercial y disolver
con 50 mL de agua destilada. Esterilizar por separado en autoclave, una vez estéril y

atemperadas, mezclar ambas soluciones y vaciar en cajas Petri.
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Medio para esterasas: Pesar 10g de bactopeptona, 5g de NaCl, 0.1g de CaCl,y 15g de
agar bacteriolégico, disolver en 1L de agua destilada calentando en bafio de agua.

Esterilizar en autoclave y vaciar en placas Petri.

Medio para nucleasas: Pesar 42g de agar para dnasas sin verde metilo (BD Difco),
0.5549g de CaCly, y 0.4761g de MgCl,, disolver en 1L de agua destilada calentando en

bafio de agua, y finalmente esterilizar en autoclave.
HCI 1N: Disolver 3.06 mL HCI concentrado con 96.94 mL de agua destilada.

MOPS 10X (0.2M): Pesar 4.1853g de acido 3-(N-mofolino)-propano sulfdnico, disolver en
90 mL de agua destilada y ajustar el pH a 7.2, finalmente ajustar a un volumen de 100

mL y esterilizar en autoclave.

RPMI-MOPS 1X: Diluir 4 mL del MOPS 10X con 36 mL de RPMI 1640 1X (suplementado

con glutamina sin rojo fenol).

Solucidn salina tamponada con fosfatos (PBS) 10X: Pesar 80g de NaCl, 2g de KCl, 14.2g
de Na;HPO4y 2.45g KH,PO4, disolver en 900 mL de agua destilada y ajustar el pH a 7.4;

finalmente ajustar el volumen a 1Ly esterilizar en autoclave.
PBS 1X: diluir 100 mL del PBS 10X con 900 mL de agua destilada de manera estéril.

Cristal violeta 0.1%: Pesar 2.0399 g de cristal violeta y disolver con 50 mL de agua

destilada.
MTT 0.01%: Disolver 1 vial de 5mg de MTT con 50 mL de PBS 1X.
Hanks 1X: Diluir 100 mL de Hanks 10X con 900 mL de PBS 1X.

PMA stock (2 mM): Disolver 1 vial de PMA (1 mg) con 810 uL de DMSO vy distribuir 10 pL

en tubos eppendorff de 1 mL.
PMA 20 pM: Diluir una alicuota de 10 uL PMA 2 mM con 990 uL de Hanks 1X.
PMA 40 nM: Colocar 2 uL PMA 20 uM en 998 uL Hanks 1X.

Sytox green diluido: Diluir 10 pL Sytox green concentrado (5 mM) con 990 pL Hanks 1X.
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DNAsa 1U/mL: Colocar 1 uL DNAsa 100 U/uL en 99 uL RPMI 1640 o PBS 1X.
EDTA disddico 2 mM: Pesar 0.0058g de EDTA disédico y disolverlo en 10 mL Hanks 1X.

Buffer de bloqueo: Pesar 3g de leche descremada comercial y disolver con 100 mL de

PBS 1X.
Triton 0.1%: Diluir 1 pL de triton X-100 absoluto en 999 ulL de PBS 1X.

Anti-elastasa (Conejo anti-humano) 1:100: Diluir 5 pL de anticuerpo concentrado en 495

uL de buffer de bloqueo.

Alexa Fluor 488 (Ratdon anti-conejo) mezclado con Alexa Fluor 568 (Conejo anti-raton)
1:500: Colocar 3 plL de cada anticuerpo secundario concentrado con 1294 ulL de buffer

de bloqueo.

AMT 3000 mM: Pesar 2.5224g de aminotriazol y disolver en 10 mL de agua destilada

(Opcional: esterilizar por filtracidon, o bien esterilizar el agua).
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