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INTRODUCCION

1.1) CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS: La candidosis
es una infeccibn aguda vy crbénica ocasicnada

principalmente por Candida albicans, aunque otras especies

también pueden ser responsables . C albicans forma parte

de 1la flora normal de las mucosas oral, vaginal vy
digestiva en donde se desarrolla como células
levaduriformes, aunque en su ciclec —ital también pueden
observarse la formacidn de psesudohifas e hifas
verdaderas (1). La infeccidn activa se asoclia ccn la
presencia de hifas (2-4), sin embargo hay reportes en
los que se menciona que las tTres formas pueden

encontrarse en tejidos infectados (5,4).

La candidosis es una de las enfermedades micodticas
mas frecuentes en el humano, particularmente dentro de
la categoria de las infecciones opor-unistas, en las que
el hongo puede invadir epitelic escamoso estratificado
con varios grados de queratinizacidon incluyendo aquellos

de la cavidad oral, faringe, eséfago, vagina y la
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epidermis. Invade epitelio columnar simple (intestino)
y epitelio columnar cornificado (lengua). C. afbicans

generalmente n¢ c¢oloniza o© invade cabello, dientes,

tejido adiposc o células nerviosas (7,8). Debido a que
se han aislado consistentemente diversas cepas de C
albicans en individuos sanos, es probable que la mayoria

de 1las infecciones sean enddogenas (1).

C. albicans esta clasificada taxondémicamente en la

Subdivisién Deuteromycotina (hongos imperfectos), Clase
Blastomycetes, Familia Criptococcaceae, El organismo
presenta un dimorfismo relacionade con las condiciones

en que se desarrolla, produciendo células levaduriformes

(blastosporas), asi como también clamidosporas,
seudohifas e hifas verdaderas (1,9). Las células
levaduriformes presentan formas elipsoidales o

esféricas, cuyo tamano varia de 3 a 6 W Las seudohifas
consisten en cadenas de células levaduriformes
elongadas, diferentes de las hifas verdaderas en
apariencia y composicidén de la pared celular (19). La
formacién de hifas verdaderas se manifiesta mediante la

aparicion de un tubo germinativo o filamentec que mide

13



aproximadamente la mitad del ancho y el doble del largo

de la célula levaduriforme . Este se desarroclla por
elongacién apical formando tabiques con  poros
revestidos por una membrana y sus antigenos

superficiales son diferentes a los de las blastosporas

(11=13) .

1,2) CONSTITUCION DE LA PARED CELULAR : La pared
celular esta constituida principalmente de los
polisacaridos mananas, p-glucanas y quitina. Estos tres
polimeros son quimicamente semejantes entre blastosporas
y micelio, si bien la proporcién de quitina Yy
manoproteinas varia (14,15). Las mananas Se encuentran

localizadas en toda la pared celular y representan entre
15.2 a 22.9% del peso seco de ésta o sobre 40% del
total de los polisacadridos. Glucanas B-1-3-D y B-1-6-D
constituyen scbre el 47 al 60% en peso de la pared
celular. Las proteinas representan el 6 al 25%, lipidos
1 al 7% y quitina sobre 0.6 al 9% del peso de la pared
celular la cual estd compuesta de varias capas cuyo
numero y caracteristicas pueden variar de acuerdo al
estadio de crecimiento, morfologia (levadura o micelio),

cepa en estudio, medio de cultivo y al procedimiento

14



usado para la fijacidén., Las capas internas estéan
compuestas en su mayoria de quitina y glucanas, las
cuales proveen rigidez y parecen ser esenciales para la
divisidén celular (16). También se han encontrado
diferencias en el contenido lipidico ya que las formas
miceliales presentan una mayor proporcidén de esteroles
que las blastosporas lo que podria justificarse, ya gque
se cree que los esteroles estabilizan las membranas
celulares (17). En cuanto a las proteinas celulares,
algunos autores han reportado que no existen diferencias
en el tipo y cantidad de proteinas citoplasmaticas entre
ambas formas del hongo, sin embargo otros investigadores

han informado lo contrario (18,19).

1.3) FACTORES DE PATOGENICIDAD EN Candida albicans:

Se le atribuyen al menos nueve factores de

patogenicidad.

1.3.1) DIMORFISMO: El dimeorfismo se define come una
interconversidén entre las formas de levadura y micelial,
asociandose ésta con la virulencia del microorganismo

(20). Las hifas son consideradas ccmo la forma invasiva
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de C. albicans, mientras que las células levaduriformes se

consideran responsables de la colonizaciédn del epitelio,
sin embargo observaciones histopatoldgicas han mostrado

a ambas formas del microorganismo en tejidos
infectados. En algunos casos, las células de C. albicans

pueden invadir tejidos sin la formacién de hifas como es
el <caso de endotelio wascular, corneocitos y las
microvellosidades intestinales (8). Las hifas se
adhieren mas réapidamente que las levaduras a las
superficies epiteliales lo que podria servir como
sustrato para una propagacidén adicional de estructuras
levaduriformes infecciosas. Se conocen algunos factores
que regulan el dimorfismo "in wvitre", contancose entre
los més importantes el medio de cultivo y 1la

temperatura, ya gque las levaduras predominan cuando se
desarrollan a temperaturas de 24 a 25°C en presencia de

carbohidratos fermentables (9,18,20) y las estructuras
precursoras de micelio, los tubos germinativos, son
inducibles crando estan en presencia de cilertos
aminoacidos, suero sanguineo, liquido cefalorraquideo,

tioglicolato, albumina de huevo, N-acetil-glucosamina a
una temperatura de 37°C. La conversién de fase

levaduriforme a le micelial se utiliza como utna prueba
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de laboratorico para diferenciar C afbicans de otras

especies (1,7,18). Otros factores que también pueden

regular el dimorfismo son la concentracién de glucosa y

el pH del medio de cultivo, pues se ha reportado que C

albicans puede formar tubos germinativos séle en un

rango de pH de 6 a B , sin embargo si se elimina la
glucosa puede  inducirse 1la formaciéon  de tubos
germinativos a un pH de 3 (6,21). Si bien se conoce
que los factores anteriormente mencionados son
determinantes en la formacidn de tubos germinativos , no
se sabe que papel desemperian las hormonas esteroides en

este proceso.

1.3.2) CAPACIDAD DE CAMBIAR RAPIDAMENTE LA EXPRESION DEL
FENOTIPO: C. albicans es un organismo diploide al que no se

le conoce ciclo sexual. Su capacidad para organizarse
genéticamente mediante rearreglos cromosomales 14
recombinacién pudo haber evolucionado como un sustituto
para la reorganizacién por divisién meidbtica mas
comiinmente observada en otros organismos. Este elevado
potencial de variacién fenotipica de una a otra célula,

incrementa la diversidad de factores de virulencia en

17



células que son diseminadas de uno a otro micronicho del

huésped en el curso del proceso infeccioso (8).

1.3.3) TIGMOTROPISMO: Cuando se colocan filtros o
membranas con hifas en desarrcllo sobre un medio con
agar, éstas crecen a través de los poros y a lo largo de

las ranuras. Esta propiedad pudiera ayudar a las hifas
de C. albicans a penetrar algunos tejidos a través de las

discontinuidades superficiales y orificios microscopicos

(8).

1.3.4) HIDROFOBICIDAD SUPERFICIAL: Las células
hidrofébicas de C. albicans son mas virulentas que las

hidrofilicas (8). El1 aumento en la hidrofobicidad esta
relacionado <c¢on el grado de manosilacién de las
proteinas superficiales de 1la pared celular del hongo
(22), lo que podria influir en una respuesta inmune
eficaz, ya que se ha observado que la manosa puede

inhibir la funcidn de las células fagocitarias (4).

1.3.5) FACTORES DE VIRULENCIA SUPERFICIALES: Algunos estudios
indican que las levaduras son capaces de adherirse a la

membrana de células epiteliales mediante 1la interaccién

18



con un receptor especifico, y que los tubos germinativos

pueden ser mas adherentes que las blastosporas (23 24).

La superficie de C albicans posee diversos ligandos

tales como C3d, 1C3b, fibrindégeno, laminina,
fibronectina, receptores para fucosa y N-
acetilglucosamina que se unen selectivamente a
componentes del huésped. La mayoria de 1los ligandos

superficiales aparentemente ayudan al hongo a adherirse
a las superficies del huésped, sin embargo los factores

que se unen al complemento y fibrindégeno Tienen algun
otro papel en 1la capacidad patogénica de €. afbicans
(825,267 . Se les han atribuido diversas propiedades
bioclégicas a las proteinas superficiales de C. albicans,

tales como « actividad pirogénica e inmunosupresora a

las mananas de la pared celular (8).

1.3.6) MIMETISMO SUPERFICIAL: En teoria, la habilidad de
un microorganismo para producir o adquirir una cubierta
superficial de moléculas que semeje los componentes del
huésped es un factor de virulencia, dado que tal
cubierta pudiera hacer al microorganismo irreconocible

como un agente extrafio para el huésped. Se ha

observado que células de C. albicans circulando en el
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torrente sanguineo son rapidamente cubiertas por las
plagquetas del huésped mediante el ligando dque une
fibrinégeno, lc que reduciria la deteccidén del hongo

por el sistema inmune (8).

1.3.7) ENZIMAS LITICAS: C. albicans secreta una

proteinasa, unia fosfolipasa, lipasas Y una
acidomonoesterasa que favorecen la destruccién de las
células del huésped y la 1invasividad (6,8 . Se ha

observado que Unicamente las especies mas virulentas de
Candida (C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis)

producen proteinasas (8).

1.4) MANIFESTACIONES CLINICAS Y FACTORES

PREDISPONENTES A LA INFECCION: La candidosis clinica
puede agruparse en cutanea, mucocutanead croénica vy

sistémica.

1.4.1) Candidosis Cutanea: La infeccidn de la piel,
mucosas y ufias por Candida endbgena puede ser ocasionada

por circunstancias que dan como resultado la maceracidn

20



crénica de estas Aareas, cambios fisioldégicos en el

huésped o un estado inmune comprometido.

Las lesiones que produce la candidosis de las
mucosas se conocen como aftas. Las aftas orales se
observan cominmente en nifios de primera infancia,
'pacientes con candidosis mucocuténea crénica y adultos

bajo tratamiento con esteroides, drogas citotéxicas o

antibidéticos bacterianos (1).

La candidosis vaginal ocurre mas a menudo en
mujeres embarazadas, diabéticas, y mujeres que reciben
tratamiento antibacteriano u hormonal, incluyendo
farmacos anticonceptivos. Se desarrollan parches de
seudomembrana blanco-grisicea en la mucosa vaginal, y la
infeccidén puede acompaharse de una secrecién blanco-
amarillenta. Desde las mucosas, la Ainfececidn e
inflamacién pueden diseminarse a la piel adyacente. En
estas lesiones abundan las levaduras y seudohifas

caracteristicas. En nujeres no embarazadas, la
frecuencia de vaginitis por Candida es del 10 al 17% ,

pero esta frecuencia aumenta aproximadamente al dable

durante el embarazo. Los cambios fisicldgicos en la
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mucosa cervical y vaginal que dan como resultado un

desarrollo excesivo del hongo se han correlacionado con:

1) Un aumento de la humedad vy sustratos

carbohidratados en la superficie mucosa (1).

2) Una disminucién tisular 1local de transferrina
llevaria a un aumento de los niveles de hilerro

disponible, &l cual es un requerimiento esencial de

crecimiento para Candida (1) .

3) Una disminucién de la concentracién de IgA,
aungque no se ha establecido el valor protector de este

anticuerpo en la candidosis (2).

4) . Aumento de la secrecién de esteroides que podria
promover una candidosis en forma indirecta por reduccién
de las defensas del huésped, como la fagocitosis 27—
29), o bien en forma directa por la presencia de

receptores para esteroides en C. albicans (6), lo cual

constituye el punto central de éste trabajo.
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1.4.2) Candidosis Mucocutinea Cronica (CMC): Esta patologia se
define como una infeccidén producida por C albicans , en

cualquiera o todas las superficies del cuerpo: piel,
mucosa oral, tracto respiratorio superior, epitelio
gastrointestinal, urinario y genital. La invasidén del

torrente sanguinec o tejidos mas profundos es poco
usual. C. albicans aparentemente atraviesa la membrana

plasmidtica de las células epiteliales viables, causa una
considerable distorsidén de éstas células y persiste como
un parasito intracelular. La CMC comienza tempranamente
y a menudo persiste durante toda la vida. Diversas
condiciones subyacentes se han relacionado con la CMC,
como son una deficiencia en la inmunidad mediada por
células Y endocrinopatias, especialmente

hipoparatiroidismo (1).

1.4.3) Candidosis Sistémica: Numerosas manifestaciones
sistémicas de candidosis pueden ocurrir después de la
introduccién de Candida en el torrente circulatorio.
Puede haber candidemia como resultadeo de contaminacidn
por cateterismo, procedimientos quirurgicos, traumatismo
de 1la piel o tracto gastrointestinal, o© aspiracidn

durante la asistencia respiratoria en ciertos casos
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clinicos. Algunas de sus manifestaciones pueden ser
neumonia, meningitis, endocarditis y septicemia. Es muy
frecuente encontrarla en los primeros lugares de las

infecciones nosocomiales (1) .

1.5) PRESENCIA DE RECEPTORES HORMONALES EN Candida
albicans. El hallazgo de receptores para hormonas

esteroides de mamiferos en C albicans, abre la

posibilidad de que la variacidn en la concentracién de
éstas durante el ciclo menstrual y embarazo afecte en

forma directa el desarrollo del hongo.

En 1981, Loose y col. reportaron la existencia de
una proteina de union para corticosteroides
(Corticosteroid Binding Protein, CBP), hipotetizando que

tal vez representara un receptor hormonal primitivo.
Ademas se encontrd en extractos de C albicans una

sustancia que podia desplazar competitivamente
corticosterona tritiada unida a CBP, determinéndose que
esta sustancia representa un “enlace enddgeno” para la
proteina de unién, la cual probablemente sea un analogo
hormonal. No solo los corticosteroides de mamiferos

pueden unirse al CBP, sino que el “enlace enddgeno”
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puede desplazar competitivamente corticosteroides de
receptores glucocorticoides en c¢élulas de mamiferos

(30-31).

Powell y Drutz confirmaron la presencia de una
proteina de unidén especifica para corticosterona en el
citosol de C albicans (CBP}, demostrando que la
constante de disociacién y la capacidad de unién vario
de una cepa a otra, asi como que la progestercna y en
menor grado el cortisol, compiten por esta proteina de
unién con corticosterona (32). Malloy y col. clonaron
el gen CBP para determinar su homologia con receptores
glucocorticoides, encontrando que no existe relacién con

éstos receptores hormonales (33).

Loose y col. mencionan haber probado el efecto de
corticosterona, progesterona Vv dexametasona sobre C
albicans no encontrando cambios en la curva de

crecimiento del hongo, asi como tampoco en la conversidn

de levadura a fase micelial (34), mientras Wagner

reporta gque a una concentracidén de 8ug/ml de

progesterona disminuyé el tiempo de generacién en C
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albicans, en tanto que 40ng/ml no tuvo efecto sobre el

crecimiento del hongo (6)

En 1989, Skrownski y Feldman reportaron la

presencia de una proteina de unidén para estrdgenos

(Estradiol Binding Protein, EBP) en cepas patégenas de C.

albicans, la cual mostréd una alta especificidad vy
estereoselectividad, encontrando que el compuesto mas

potente para desplazar H3-estradiol fue el 17fB-

estradiol, seguido por estrona, estriol y 1l7a-estradiol

respectivamente (35).

Otros hongos ademas de C. albicans poseen receptores
para hormeonas esteroides: Paracoccidioides brasiliensis
(36), Coccidioides immitis (37), Trichophyton
mentagrophytes (38) y Saccharomyces cerevisiae (39-41) .

En el caso de 7. mentagrophytes y P. brasiliensis se ha
demostrado que las hormonas esteroides inhiben el

desarrollo de estos hongos (42,43), mientras que en C

immitis el efecto es contrario (37).
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Como puede observarse, el efecto de las hormonas
esteroides sobre un microorganismo patégeno en
particular varia, por lo que es necesario conocer la
estructura, funcién y produccién de  éstas para
determinar cémo pueden interactuar con el microorganismo

en cuestiodn.

1.6) HORMONAS ESTEROIDES: 1ILos esteroides son

hormonas cuya estructura béasica es el esterano,
compuesto derivado del ciclopentanoperhidrofenantreno
que comprende 3 anillos con 6 atomos de carbeono y un
nucleo con 5 Aatomos de carbono, tcdos ellos saturados.
El esterano posee ademds 2 grupos metilo en posicién 10
y 13. Las diferencias de actividad biclégica y de
afinidad por las proteinas transportadoras del plasma Yy
receptores en el citoplasma de las células efectoras,

son consecuencia de variaciones estructurales.

El precursor comin de los esteroides es el
colesterocl. La primera etapa, determinante de 1la
velocidad global de la biosintesis, estd integrada por

varias Treacciones enzimdticas que transforman el
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colesterol en  AS-pregnenolona, el precursecr principal

de todos los esteroides. A partir de la pregnenolona,

se forman esteroides de tres tipos:
a) Esteroides de 21 &tomos de carbono (pregnanos).

b) Esteroides de 19 &tomos de carbono (androstano) o

andrdgenos.

c) Esteroides de 18 &atomos de carbono (estrano) o

estrdbgenos.

1.6.1) Estrogenos: Se sintetizan 3 tipos de estrdgenos
en el humano; la estrona, el estradiol que contiene un
hidroxilo suplementario en posicidén 17f en relacidn con
la estrona, y el estriol. La sintesis de estrdgenos
tiene lugar de modo predominante a nivel de las células
de la teca interna del foliculo de De Graaf. También
sintetizan estrbdgenos las cortezas suprarrenales, la
placenta y el testiculo. El estradiol se produce a
partir de la estrona, que experimenta hidrocgenacién en
posicidén 17. También es posible que proceda de la

testosterona la cual se forma por aromatizacién a partir
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de la Ad-androstenediona. El estriol se encuentra

principalmente en la orina; no estid demostrado que se

sintetice en el ovario.

La accidn de los estrdogenos sobre el aparato
genital va encaminada principalmente al desarrollo de
Sus distintas partes: vagina, endometrio,
miometrio,mucosa endocervical. Favorecen el desarrollo
de los labios mayores y menores, el ensanchamiento de la
pelvis y 1la distribucién femenina de grasa; inducen
ademas el desarrcllo de la glandula mamaria, disminuyen
la temperatura corporal, favorecen la fijacion osea de
calcio, provocan retencion de agua en los tejidos,
estimulan el anabolismo protéico asi como él

crecimiento del cartilago.

1.6.2) Progesterona: Es el progestdgeno ovéarico mas
activo y se sintetiza predominantemente en el cuerpo
amarillo, por lo que su accién predomina durante la fase
ldtea del ciclo menstrual en wvagina, cuello uterino,
trompas, miometrio y scobre todo endometrio. En la
glandula mamaria favorece la formacién de 1los acinos
(44) . Después de la séptima semana de gestacidn 'el

cuerpo lateo puede ser removido sin que haya aborto, lo
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que indica un incremento en la produccién de

progesterona por la placenta (45).

1.6.3) Regulacion de la Secrecion de Esteroides: De la regulacidn
de la secrecién de estrégenos se ocupan sobre todo las

hormonas gonadotrépicas hipofisiarias, Yy muy

especialmente la hormona foliculoestimulante (FSH); la.

de la progesterona depende de la hormona 1luteinizante,

LH, (44).

1.6.4) Mecanismo de Accion de 17[-Estradiol y Progesterona: Los

efectos bioldgicos de las hormonas esteroides se llevan

a cabo mediante receptores hormonales especificos.

El estradiol plasmdtico entra a las células blanco
por difusién, siendo transportado al nicleo donde se une
a sus respectivos receptores. Los receptores para
estrébgenos se encuentran en el ndcleo de la célula
unidos a diferentes proteinas termcladbiles las que se
disocian del receptor cuando éste se une al estradiol.
El complejo ligand-receptor forma un homodimero que se
une al elemento-respuesta sobre el gen para activar 'la

transcripciédn de ARNm especificos.
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Se ha estimado que existen entre 5 000 a 20 000
moléculas estrbégeno-receptoras por c¢élula. Estos
receptores también sirven como sitios para regulacién de
la actividad hormonal. Por ejemplo, los estrdgenos
inducen un incremento en el numero de receptores
estrogénicos en algunos tejidos y estimulan también la
sintesis de receptores para progesterona. Por el
contrario, la progesterona puede causar una reduccidén en

el numeroc de receptores para estrdogenos y progesterona.

La progesterona también entra a la célula por
difusidén, para unirse a sus xespectivos receptores 1los
cuales se encuentran distribuidos entre el nucleo y el
citoplasma. El complejo ligando-receptor se une al
elemento-respuesta para activar 1la transcripcién del
gen. El elemento-respuesta para progesterona parece ser
similar a aquél para corticosteroides, siendo la
especificidad de la respuesta determinada por el
receptor que se encuentre en la célula, asi como por
otros factores de transcripcibén célula especificos. E1
receptor para progesterona también forma dimeros antes
de unirse al ADN, pero al contrario que el receptor para

estrbégenos, puede formar heterodimerocs. Si bien es
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claro que estos receptores intracelulares median muchos
de los efectos de las hormonas esteroides, algunos como
el efecto anestésico de la progesterona y el efecto
estimulatorio sobre el flujo sangquineo uterino, sugieren
que estos esteroides también pueden actuar a nivel de la

membrana celular (45).
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1.6.5) Cliclo Concentraciones Séricas de 17(-Estradiol y Progesterona

Durante el Ciclo Menstrual y Embarazo.

ESTRADIOL:
Ciclo Menstrual: Fase folicular: 0.06 - 0.7 ng/ml

Fase ldtea: 0.2 ng/ml

Embarazo: Primer trimestre : 2.5 - 5 ng/ml
Segundo trimestre: 5 - 10 ng/ml

Tercer trimestre (al término): 15-17 ng/ml

PROGESTERONA:
Ciclo Menstrual: Fase folicular: 0.95 ng/ml

Fase lutea: 11.3 ng/ml

Embarazo: Primer trimestre: 50 ng/ml
Segundo trimestre: 100 ng/ml

Tercer trimestre: 180 - 190 ng/ml



1.7) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: La existencia de
receptores para esteroides en un microorganismo
patégeno, el cual tiene la capacidad de reconocer y
responder a las hormonas circulantes del huésped,
aumenta la posibilidad de que el medio ambiente hormonal
pudiera interactuar directamente sobre éste mediante el

receptor, y alterar su virulencia.

Dadas las anteriores condiciones en otros sistemas
de relacién hongo-hormonas sexuales, nos interesd

observar en forma detallada el efecto de la accibn de
estas hormonas sobre el dimorfismo de Candida albicans

con el propdésito de determinar su grado de influencia
sobre la produccién de micelio, el cual es uno de los

principales factores de patogenicidad en este hongo.
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18 HIPOTESIS

Concentraciones de progesterona y 17B-estradiol,

similares a las del ciclo menstrual y embarazo,

estimulan directamente la conversitn de 1la fase

levaduriforme a la micelial en Candida afbicans.

19) OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto que ejercen concentraciones

fisiolbgicas de progesterona y 17B-estradiol, sobre 1la

micelizacion de Candida albicans.
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1.10) OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el efecto que ejercen concentraciones
fisioldgicas de progesterona y 17P-estradiol en

diferentes condiciones de temperatura vy tiempo de

incubacidén, sobre el porcentaje de filamentacidén de

Candida albicans.

Determinar el efecto que ejercen concentraciones
fisiolbégicas de progestercona Y 17B-estradiol en

diferentes condiciones de temperatura y tiempo de

incubacién, sobre la longitud de los tubos germinativbs

de Candida albicans.

Comparar el porcentaje y la longitud de los tubos

germinativos en presencia de ©progesterona y 17B-
estradiol, entre las cepas D-566 y C-17 de Candida

albicans, para determinar si existe una respuesta

especifica.
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METODOLOGTIA A

2.1) MICROORGANISMO: Se trabaj® con las cepas D-566
y C€-17 de Candida albicans proporcionadas por el

Departamento de Microbiologia, Laboratorio de Micologia,
Facultad de Medicina, Universidad Autdénoma de Nuevo

Leén.

2.2) MEDIO DE CULTIVO: Se utilizé un medio complejo SYEB
(Sabouraud Yeast Extract Broth), el cual contiene: 40g
de Glucosa (Merck), 10g de Polipeptona (Bioxon), 5g de
Extracto de lLevadura (Bioxén), 1000ml de agua destilada;

pH 5.6 (20).

2.3) PREPARACION DE LAS HORMONAS: Formas cristalinas

de 17P-estradiol y progesterona (Sigma Chemicals) se
disolvieron en etanol al 96% (Mexck) para preparar una
solucién patrén con una concentraciédn de 1mg/ml a partir
de la cual se hicieron diluciones en SYEB hasta obtener

las concentraciones del ensayo, equivalentes a aquéllas
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promedio alcanzadas durante el ciclo menstrual vy

embarazo (28,29,44,45). Ver seccibn 1.6.5.

17B-estradiol :
0.3 ng/ml: Ciclo menstrual y primer trimestre del
embarazo

5 ng/ml: Segundo trimestre del embarazo

10 ng/ml: Tercer trimestre del embarazo
Progesterona:

10 ng/ml: Ciclo menstrual

30 ng/ml: Primer trimestre del embarazo

80 ng/ml: Sequndo trimestre del embarazo

130 ng/ml: Tercer trimestre del embarazo

2.4) PREPARACION DEL INOCULO: Se tomdé una asada de

la cepa respectiva, D-566 o C-17, y se inocularon tres
tubos, con 10ml de medio de cultivo cada uno, los
cuales contenian: 1) SYEB, 2) SYEB con hormona vy

3) SYEB con etancl en una concentracién equivalente a

la que se utilizé para disclver las hormonas, para



determinar si éste no influia sobre la filamentacibén de

C. albicans.

Se preincubd a 28°C/18h para cobtener unicamente

células en fase levaduriforme. Las células se
centrifugaron a 3000 rpm/15 min y se lavaron 2 veces con

buffer de fosfatos salino. El inéculo se ajustd a una
concentracién de 1 x 10 cél/ml mediante conteoc con un

hematimetro.

2.5) PROCEDIMIENTO DE ENSAYO: Del inéculo
proveniente del tubo No. 1 (preincubacidédn unicamente en
medio de cultivo), se tomaron 3 alicuotas de 10ul para
depositar cada una sobre un portaobjetos.
Posteriormente se le afadié a cada indéculo 90ul de SYEB,

90ul de SYEB con 17PB-estradiol o progesterona y 90ul de

SYEB con etanol.

Del indéculo daque provenia del tubo No. 2

(preincubacién en medio de cultivo con hormona), se

tomaron 10pl y se depositaron sobre un portaobjetos
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para después agregar 90ul de medio de cultivo con 17B-

estradiol o progesterona.

Del inbéculo que provenia del <tubo No. 3

(preincubacién en medic de cultivo con etancl), se

tomaron también 10ul para depositarlos socbre un

portacbjetos; posteriormente se agregaron 90ul de medio

de cultivo con etanol.

En todos los casos, se ﬁezclé el inbculo con su
respective medic de c¢ultivo, para después poner un
cubreobjetos e incubar a 40°C durante cuatro horas en una
camara humeda. Iniciando en un punto al azar, Bse
observaron 10 campos sucesivos cada hora con el objetive
seco fuerte (40X) de un microscopio optico (Carl Zeiss),
para determinar cuantas células formaron tubos
germinativos asi como la longitud de éstos, los cuales

fueron medidos con un micrémetro.

Se 1llevaron a cabo 3 repeticiones por

experimento, cada una en ocasiones diferentes.
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2.6) DETERMINACION DE LA INFLUENCIA DE 17B-ESTRADIOL Y
PROGESTERONA SOBRE LA PRODUCCION DE TUuBOsS

GERMINATIVOS :

Como se menciond con anterioridad , fueron cinco
los tratamientos que se 1llevaron a cabo en cada

experimento.

A) Control: Preincubacién a 28°C por 18h en medio de

cultivo (SYEB), e incubacién a 40°C por 4h, también en

medio de cultivo.

B) Preincubacién a 28°C por 18h SYEB e incubacién a

40°C por 4h en SYEB con hormona (17B-estradiol o

progestercna) .

C) Preincubacién a 28°C por 18h en SYEB con hormona

(17B-estradiol o progesterona), e incubacién a 40°C por

4h en SYEB con la hormona correspondiente.

D) Preincubacidén a 28°C por 18h en SYEB, e incubacién

a 40°C por 4h en SYEB con etanol.
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E) Preincubacidén a 28°C por 18h en SYEB con etanol, e

incubacién a 40°C por 4h en SYEB con etanol.

2.7) EVALUACION DE LOS RESULTADOS: se llevaron a
cabo una serie de tres repeticiones por
cepa/hormona/concentracién/tratamiento, cuyos resultado
se evaluaron mediante las siguientes pruebas

estadisticas:

Chi Cuadrada ( ¢*) Para evaluar el porcentaje de

filamentacidén entre los diferentes tratamientos.

tde Student: Para evaluar las diferencias entre la
longitud de 1los tubos germinativos de los cinco

tratmientos.

Regresion Multiple v Analisis de Varianza: Para la
comparacién de 1los resultados entre los diferentes

grupos Y tratamientos (49).
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RESULTADOS

3.1) RESULTADOS DEL EFECTO DEL 178-ESTRADIOCL Y

PROGESTERONA SOBRE LA PROPORCION DE CELULAS DE

Candida albicans, QUE FORMARON TUBOS GERMINATIVOS.

3.1.1) 17B-ESTRADIOL
3.1.1.1.) CEPA C17: El 17-Bestradiol favorecié la

produccién de tubos germinativos en las concentraciones
de 0.3 y 5 ng/ml, siendo en el medio que contenia _5ng
donde se observaron diferencias altamente significativas
con respecto al control durante 1los periodos de
incubacibdn; a las 4h pudo determinarse que la proporcién
de células que presentaron tubo germinativo en el
control fue de 58.53%, en comparacion con la
concentracién de 5ng, que fue de 82.64% (p <0.001). Con
0.3ng no se observaron diferencias significativas con
respecto al medio de cultivo sin la hormona a las 3 y 4h

de incubacién. En la concentracién de 10ng se

establecié un efecto contrario al de 0.3 y 5ng de 178~
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TABLA 1. EFECTO DE LA HORMONA 17 B-ESTRADIOL SOBRE EL PORCENTAJE DE FILAMENTACION

DE Candida albicans, CEPA C-17

TRATAMIENTO CONCENTRACION DE T |_E M P O COMPARACION "A" vz "B~
17B-ESTRADIOL 1 2 3 4 p*
{ngim) % % % % 1h 2h 3h 4h

A 15.2 31.2 57.72 78.57 <0.001 <0.001 | NS NS.
B 0.3 29.75 53.27 70.4 83.73

A 4.06 20.32 39.83 58.53 <0.02 <0.001 {<0.001 <0.001
B 5 13.93 41.8 73.77 82.64

A 20.8 44 66.4 77.6 N.S. <0.05 |<0.001 <0.001
B 10 12.398 27.88 48.76 57.85

* PRUEBA DE X2




estradicl, observindose diferencias significativas con
el control a partir de la segunda hora de incubacién; a
las 4h, el control presentdé un 77.6% de células que
formaron tubo germinativo, mientras que en SYEB con

hormona se observa un 57.85%, p<0.01, (Tabla 1).

Comparando el porcentaje de células que formaron
tubo germinativo a las 4h en las 3 concentraciones de
17Bp-estradiol (0.3, 5 y 10 ng/ml), pudo determinarse que
no hay diferencias significativas entre 0.3 (83.73%) y
Sng (82.64%). pero si las hubo entre 0.3 (83.73) Vs
10ng (57.85%), p<0.001 ¥ 5ng (82.64%) vs 10ng

(57.85%); p <0.001 (prueba x°).

El an&lisis de wvarianza de los parametros
concentraciéon de la hormona y tiempo, didé una p <0.001
para cada uno, nmientras que el medio de cultive no fue
significativo. La evaluacién mediante regresién miltiple

(R miltiple) tuvo un valor de 0.6190 (p <0.001).

3.1.1.2) CEPA D-566: También fue en la concentracién
de 5 ng/ml donde se observaron diferencias altamente

significativas durante el ©periodo de incubacién,

45



encontrandose que a las 4h el control presentd un 54.03%
de células con tubo germinativo, mientras que en SYEB
con la hormona se observa un 75% (p <0.001). Es en ésta
concentracién donde se encontrd el mds alto porcentaje
de filamentacién. Al contrario de la cepa C-17, en 0.3ng
no se encontraron diferencias significativas entre el
control y las células incubadas con la hormona, aungque
la produccién de tubos germinativos siempre fue mayor en
ésta. A la concentracién de 10 ng/ml, en general hubo
un menor porcentaje de filamentacién con respecto a SYEB
sin hormona, aunque sbélo se observaron diferencias
significativas a las 2h, presentando el control un

29.59% de filamentacién, contra un 12.9% de las células
incubadas en 17-Bestradiol, p <0.05, prueba %, (Tabla

291

Al comparar el porcentaje de células que formaron
tubos germinativos entre 1las 3 concentraciones del
esteroide, a las 4h de incubacién, se encontré que no
hubo diferencias significativas entre 0.3 (66.94%) vs
5ng (75%), mientras que éstas si se establecieron entre
las concentraciones de 0.3 (66.94%) vs 10ng (43.54%),

p <0.001, y 5 (75%) vs 10ng (43.54%), p <0.001. Este
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TABLA 2. EFECTO DE LA HORMONA 17-B ESTRADIOL SOBRE EL PORCENTAJE DE
FILAMENTACION DE Candida albicans, CEPA D-566

FRATAMENTO CONCENTRACION OE T | E M P 0 (h) COMPARACION "A" vs "B
17B-ESTRADIOL 1 2 3J 4 pe
{ngimi) % % % % 1h 2h 3h ah
A 10.65 48.36 53.65 62.09 N.S. N.S. N.S N.S.
B 0.3 20.49 50.81 61.6 £6.94
A 7.25 25 42.74 54.03 <0,01 £0,001 ¥0,001 [<0,001
B 5 21.77 45.96 68.54 75
A I | 10.65 24.59 36.06 41.8 N.S. <0,05 |N.S. N.S.
g 10 4.85 12.9 27.4 43.54

* PRUEBA CHI CUADRADA




comportamiento fue semejante al de la cepa C-17 (prueba

x’) .

Al evaluar el comportamiento de ambas cepas (prueba
¥’) en presencia del tratmiento “C” (preincubacién a
28°C/18h en SYEB con 17B-estradiol), se encontré que no
habjia diferencia con los resultados del tratamiento "B"

(preincubacién a 28°C/ 18h sélo en medio de cultivo).

El analisis de <wvarianza ©para los parametros
concentracién de 17P-estradiol, medio de cultivo y tiempo

de incubacidtn dié una significancia <0.001, para cada

uno. El valor de R miltiple fue de 0.6923, (p <0.001).

3.1.2) PROGESTERONA
3.1.2.1) CEPACG17: En el tratamiento "B" (preincubacién
a 28°C/ 18h sdélc en medio de cultivo), no se observaron

diferencias significativas durante el periocdo de
incubacién con respecto al control, en las
concentraciones de 10 y 30 ng/ml de progesterona. En la

concentracién de 80 ng/ml, el porcentaje de
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TABLA 3. EFECTO DE PROGESTERONA SOBRE EL PORCENTAJE DE FILAMENTACION DE Candida albicans, CEPA C-17

TRATAMIENTO COWCENTRACION DE T | E ™M P Oth COMPARACION "A" vs "B"
PROGESTERONA 1 2 3 4 pe
(ng/ml) % % % % 1h 2h 3h 4h
A 27.2 §1.2 64 74.4 N.S. N.S. N.S N.S.
B 10 22.65 46.09 66.4 74.21
A 31.986 52.45 68.85 78.68 N.S. N.S. N.S. N.S.
B 30 23.01 47.6 61.9 68.25
A 6.4 17.6 42.4 59.2 <0.05 KO0.00 [<0.02 N.S.
B 80 16.44 43.08 58.53 68.29
A 16.62 21.09 35.39 50.78 <0.01 | N.S. N.S. N.S
B 130 4.72 25.98 40.15 §52.76

* PRUEBA CHI CUADRADA




filamentacién fue mayor que en el control, observandose
diferencias significativas hasta las 3h de incubacién,
42.4% vs 58.53%, respectivamente (p <0.002, prueba %?).
A las 4h no se encontrd significancia estadistica. En
130 ng/ml tampoco se encontraron diferencias, con
excepcién del periodo de 1h de incubacidén, p <0.001 ,

(Tabla 3).

En el tratamiento "C" (preincubacidn a 28°C/18h en
SYEB con hormona) los resultados para ésta cepa C-17,
variaron con respecto al tratamiento "B" (preincubacidn
a 28°C/18h en SYEB) pues se presentdé diferencia
estadisticamente significativa en relacién a los
controles, en las concentraciones de 10 y 80 ng/ml de
progesterona. En 10 ng, el porcentaje de células que
formaron tubo germinativo fue menor que en el testigo en
los 4 periodos de incubacién, encontrando valores de
42.18% y 64% respectivamente, a las 3h de incubacién (p
<0.001, prueba xz). Los resultados son semejantes en la
concentracién de 30 ng/ml sin embargo, aqui sdélo se
encontrd diferencia significativa con el control a la
hora de incubacién, 16.39% y 31.96%, respectivamente, (p

<0.01). En presencia de 80ng, el comportamiento de las
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levaduras fue el opuesto al de 10 y 30 ng, va que en
forma general el porcentaje de filamentacién fue mayor
que en ausencia de progesterona, observandose una
diferencia significativa en el tiempo de 2h de
incubacidén; los valores obtenidos fueron de 40.62% en
presencia de la hormona y 17.6% en ausencia de ésta, lo
cual fue altamente significativo (p <0.001, prueba X2).
En 130 ng/ml de la hormona, no se establecieron
discrepancias significativas con el control en ninguna

de las 4 horas de incubacién (Tabla 4).

En general, no se encontraron diferencias entre el
porcentaje de filamentacién de las células sometidas al
tratamiento "B", preincubacién a 28°C/18h en SYEB, (Tabia
3) y aquéllas del tratamiento "C", preincubacidén a
28°C/18h en SYEB con progesterona (Tabla 4), a excepcidén

de la concentracién de 1l0Ong, donde se observd que las
células del tratamiento "C" (lh, 13.38%; 2h, 27.34%;

3h, 42.18% Y 4h, 63.28B%) presentaron un menor
porcentaje de tubos germinativos que las del tratamiento
"B" (1h, 22.65%; 2h, 46.09%; 3h,66.4% y 4h, 74.21%)

determinadndose una diferencia significativa a las 2h (p

<0.01) y 3h de incubacién (<0.001, prueba %°).
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TABLA 4. EFECTO DE LA PROGESTERONA SOBRE EL PORCENTAJE DE FILAMENTACION DE
Candida albicans, CEPA C-17 CUANDO ES PREINCUBADA EN PRESENCIA DE LA HORMONA

TRATAMIENTO CONCENTRAGION DE T | E ™M P Ot COMPARACION "A" ws “C
PROGESTERONA 1 2 3 4 p*

(ngiml) % % % % 1h 2h 2h 4h

A 27.2 651.2 64 74.4 <0.056 [<0.001 [<0.001 N.S.
(o4 10 13.38 27.34 42.18 63.28

A 31.96 52.45 68.85 78.68 <0.01 N.S. N.S. N.S.
C 30 16.39 47 .1 56.19 64.16

A 6.4 17.6 42.4 69.2 <0.06 |[<0.001 | <0.02 N.S.
C 80 16.4 40.62 54.68 66.04
A 15.62 21.09 35.39 50.7

N.S. N.S. N.S. N.S
C 130 12 29.6 40 51.2

* PRUEBA CHI CUADRADA




El andlisis de varianza de los parametros
concentracion de progesterona y tiempo fue significativo
(p <0.001), no asi el de medio de cultivo. La R miltiple

presenté un valor de 0.6986, (p <0.001).

3.1.2.2) CEPA D-566: En el tratmiento "B"
(preincubacidén a 28°C/ 18h en SYEB), a la concentracidn
de 10 ng/ml, se observé que las levaduras presentaron
una menor proporciétn de filamentacién durante el
periodo de incubacidén, que el control; se encontraron
diferencias significativas en 1, 3 y 4h, no asi a las
2h. De las cuatro concentraciones bajo experimentacidn,
es en ésta donde se establece la menor produccidén de
tubos germinativos, observandose a las 4h un 56.9% ‘de
filamentacidén, en comparaciédn con el control, 71.65%
(p <0.05, prueba ). En 30 ng/ml sélo se observa una
mayor produccién de tubos germinativos a la hora de
incubacidén (p <0.05), ya que en los demads tiempos no hay
diferencias significativas con el control sin hormona.
Es en 80 ng/ml donde se presentdé el mayor porcentaje de
células con tubo germinativo (90.9%, 4h), si bien no

hubco significancia en ningun tiempo c¢on el control, 1o
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TABLA 5. EFECTO DE LA PROGESTERONA SOBRE EL PORCENTAJE DE FILAMENTACION DE Candida albicans, CEPA D-566

TRATAMLENTO CONCENTRACION DE T | E M P Oith COMPARACION "A" wvs "B"
PROGESTERONA 1 2 3 4 P
(ngimb % % % % 1h 2h 3h ah

A - 25.18 45.66 €62.99 71.65 <0,02 | N.S. 0,02 |<0,05
B 10 12.29 35,77 47.15 56.9

A - 23.25 54.26 75.96 82.94 <0,06 | N.S. N.S. N.S.
B 30 36.58 59.34 73.98 81.3

A - 20.98 66.12 88.7 95.16 N.S, N.S. N.S. N.S.
B 80 32.23 65.28 84 90.9

A — 16.6 59.52 76.98 85.71 N.S N.S N.S. N.S.
B 130 15.32 52.41 70.16 80.64

* PRUEBA CHI CUADRADA



gque también se determiné en 130 ng/ml de progesterona

(Tabla 5)

En el tratamiento "C" (preincubacién a 28°C/18h en
SYER con progesterona) con 10 ng/ml de la hormona, se
observa que el porcentaje de filamentacién fue menor
que en SYEB sin hormona, encontrandose significancia
estadistica a partir de las 2h de incubacién; en forma
semejante al tratamiento "B" (preincubacién sélo en
SYEB), es en ésta concentracién donde se aprecia el
menor porcentaje de tubos germinativos, en comparacién
con las demas concentraciones; a las 4h hubo un 49.60%
en SYEB con la hormona y en el control, 71.65%, (p
<0.001). En 30 y 130 ng/ml puede decirse que, en for.ma
general, también hubo menor cantidad de células con tubo
germinativo, en comparacié4n con el medio de cultivo sin
progesterona, determinandose diferencias significativas
a las 3 y 4h de incubaciédn en el caso de la primera y a
las 2 v 3h en el caso de 130ng. Con 80 ng/ml se cbservd
una mayor produccién de tubos germinativos que en el
control, encontrandose significancia a 1 y 2h de
incubacidén; es en ésta concentracidén donde hubo un mayor

porcentaje de filamentacién a las 4h (99.2%). El
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TABLA 6. EFECTO DE LA PROGESTERONA SOBRE EL PORCENTAJE DE FILAMENTACION DE Candida albicans,
CEPA D-566 CUANDO ES PREINCUBADA EN PRESENCIA DE LA HORMONA

TRATAMENTO CONCENTRACION DE T ) E M _P o COMPARACION "A" vas -C-
PROGESTERONA 1 2 3 a pe
{ngfml) % % % % b 2h 3h ah

A 25.19 45 .66 62.99 71.65 N.S. <0,05 [<0,01 k0,001
c 10 15.74 32.28 41.73 49.6

A 23.25 54.28 75.96 82.94 N.S. N.S. <0,06 |<0,01
[ 30 26.82 51.36 63.93 68.03

A 20.98 66.12 B8.7 95.16 0,001 |<0,02 |[N.S. N.S, ¢
Cc 80 53.6 80.8 95.2 899.2

A 16.6 $9.52 76.98 85.71 N.S £0,001 0,08 N.S.
C 130 11.47 36.88 63.93 79.5

* PRUEBA CHI CUADRADA




comportamiento global de C. albicans es semejante al del

tratamiento “B", sin embargo las discrepancias
estadisticas con el control se presentan en distinta

forma (Tabla 6).

En la Tabla 7 se muestra la comparacién del

porcentaje de filamentacién de los tratamientos "B" y
"C" con progesterona en la cepa D-566 de (. albicans. Se

encontrdé que a la concentracién de 80 ng/ml el
porcentaje de filamentacién del tratamiento "C"

(preincubacién a 28°C/18h en SYEB con progesterona) fue
significativamente mayor aque el del tratamiento "B",
preincubacién sbélo en SYEB, (p <0.01); en éste caso no
se observaron diferencias significativas en las demés
concentraciones (10, 30 y 130 ng/ml), salvo en 30 ng, a
las 4h, (p <0.02) y en 130 ng/ml, a las 2h (p <0.02), si
bien en éstos casos fueron las células del tratmiento

"B" las que produjeron un mayor porcentaje de tubos

germinativos (prueba x?).

El andlisis de varianza de los parametros
concentracién de progesterona y tiempo de incubacién did

valores significativos para cada uno (p <0.001), no
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CON PROGESTERONA, DE LA CEPA D-566 DE Candida albicans

TABLA 7. COMPARACION DEL PORCENTAJE DE FILAMENTACION DE LOS TRATAMIENTOS "B* Y "C”

RAATAMIENTO CONCENTRACION DE T | E M P O COMPARACION "B" wvs °C"
PROGESTERONA 1 2 3 4 pe
(ng/mi) % % % % 1h 2h 3h ah

C 15.74 32.28 41.73 45.6 N.S. N.S. N.S. N.S.
B 10 12.29 35.77 47.15 56.9

C 26.82 51.38 63.93 68.03 N.S. N.S. N.S. <0.02
B 30 36.58 59.34 73.98 81.3

C 63.6 80.8 95.2 99.2 <0.01 [ <0.01 | <001 | <0.01
B 80 32.23 ©65.28B 84 90.8

11.47 36.88 63.93 79.5 N.S 0.02 N.S. N.S.
B 130 15.32 52.41 70.16 80.64

* PRUEBA CHI CUADRADA




sucediendo lo mismo con el medic de cultivo. El walor

de R miltiple fue de 0.6763, (p <0.001).

3.2) COMPARACION DEL PORCENTAJE DE FILAMENTACION ENTRE

LAS CEPAS D-566 y C-17 de Candida albicans, EN PRESENCIA DE

17B-ESTRADIOL Y PROGESTERONA.

Los resultados de la comparacién del porcentaje
de filamentacidén entre las cepas D-566 y C-17 en
presencia de 17P-estradiol cuando se preincubdé a 28°C/18h
s6lo en SYEB (tratamiento “B”) se observan en la Tabla
8. En ella puede verse que fue la cepa C-17 la que
formé una mayor cantidad de tubos germinativos
encontrandose significancia en las concentraciones de
0.3ng a las 4h de incubacién (p <0.001) y en 10 ng/ml a

las 2h (p <0.01), 3h (p <0.001) y 4h (p <0.05, prueba

x’) .

En la Tabla 9 se compara el porcentaje de

filamentacidén de ambas cepas en presencia de
progesterona, cuando son preincubadas a 28°C/18h en medio

de cultivo sin hormona (tratamiento "B"). La cepa C-17
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TABLA 8. COMPARACION DEL PORCENTAJE DE FILAMENTACION ENTRE LAS n.m_u>m D-568 Y C-17

DE Candids albicans EN PRESENCIA DE 17B-ESTRADIOL

TRATAMIENTO CONCENTRACION CEPAS COMPARACION
DE 17 B-ESTRADIOL TIEMPO D-566 C-17 D-566 VS C-17
(ng/mi) (h) % % p*
1 20.49 29.75 1h N.S.
0.3 2 50 81 53.27 2n NS
3 61.6 70.4 3h NS
4 66.94 83.73 4h-< 0.01
1 2827 13.93 Th- N.S.
w 5 2 45.96 41.8 2h NS,
3 68.54 73.77 3h NS
4 75 82.64 4h- N5,
) 485 12.39 W N5
10 2 12.9 2786 2h- <0.01
3 27.4 48.76 3r <0001
4 43.54 57.86 4h-  <0.05

* PRUEBA CHI CUADRADA
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TABLA 8. COMPARACION DEL PORCENTA.E DE FILAMENTACION ENTRE LAS CEPAS D-566 Y C-17
DE Candida albicans EN PRESENCIA DE PROGESTERONA

TRATAMIENTO CONCENTRACION € E P A S COMPARACION
DE PROGESTERONA TIEMPO D-566 C-17 |D-566 Vs C-17
{ng/ml) {h) % % p*

1 12.29 22.65 1h-  <0.05

10 2 35.77 46.09 2n- N.S.
3 47.15 66.4 3h-  <0.0
4 56.9 74.21 4h-  <0.01

1 36.58 23.01 1h- <0.02

30 2 $9.34 47.6 2h- N.S.
3 73.98 61.9 3h- <0.05
B 4 81.3 68.25 4h- <0.02
1 32.23 15.44 1h- <0.01
80 2 §5.28 43,08 2h-  <0.001
3 84 54.68 3h- <0,001
4 90.9 £68.29 4h- <D.001

1 15.32 4.72 th- <0.01
130 2 52.41 25,98 2h-  <0.001
3 70.18 40.15 3p-  <0.001
4 80.64 52.75 4h-  <0.001

* PRUEBA CHI CUADRADA




presentd también una mayor produccidén de tubos
germinativos gque la cepa D-566, pero s6lo en la
concentracién de 10 ng/ml donde hubo significancia

estadistica a la 1h de incubacién (p <0.05), 3h (p
<0.01) y 4h (p <0.01). La cepa D-566 formé un mayor
porcentaje de tubos germinativos que la cepa C-17, en
30, 80 y 130 ng/ml, concentraciones en las que hubo
significancia en casi todos los tiempos a excepcidn de
30ng, a las 2h de incubacién. En la concentracion de
80ng, la cepa D-566 presentdé a partir de las 2h, un
aumento altamente significativo (p <0.001) en la
filamentacién durante el experimento, en comparacién con

la cepa C-17. Este mismo comportamiento se observd en

presencia de 130 ng/ml de progesterona ( prueba x?) .

Los resultados anteriores variaron cuando las
levaduras fueron preincubadas 28°C/18h en medio de
cultivo con progesterona (tratamiento "C"). En la
concentracién de 10 ng/ml, la cepa C-17 produjo un
porcentaje de tubos germinativos significativamente
mayor a D-566, sbélo a las 4h de incubaciéon (p <0.05),
mientras gque en 30ng 1la cepa D-566 presentd

diferencias significativas con C-17 unicamente a la hora
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TABLA 10. COMPARACION DEL PORCENTAJE DE MICELIZACION ENTRE LAS CEPAS D-566 Y C-17
DE Candida albicans CUANDO SON PREINCUBADAS EN PRESENCIA DE PROGESTERONA

TRATAMIENTO CONCENTRACION CEPAS COMPARACION
DE PROGESTERONA TIEMPO D-566 Cc-17 D-568 Vs C-17
{ng/m!) ty % % P+
1 16.74 13.39 1h-N.S.
10 2 32.28 27.34 2h -N.S,
3 41.73 42.18 3h-N.S.
4 496 63.28 4h - < 0.05
1 26.82 16.39 1h. <0.05
30 2 51.36 47.1 2h -N.S.
3 63.93 56.19 3h- NS
o 4 68.03 64.16 4h- NS,
1 53.6 16.4 1h - <0.001
80 2 80.8 40.62 2h - < 0.001
3 95.2 54.68 3h - <0.001
4 99.2 66.04 4h - <0.001
1 11.47 12 1h-N.S.
130 2 36.88 29.6 2h-N.S.
3 63.93 40 3h - < 0.001
4 79.5 51.2 4h - <0.001

* PRUEBA CHI CUADRADA




de incubacién (p<0.05). Por otra parte con 80ng se
encontrd, en forma semejante al tratamiento "B" , que el
porcentaje de filamentacién para la cepa D-566 fue
significativamente mayor con respecto a C-17 (p <0.001)
durante todo el experimento, a diferencia de la
concentracién de 130ng donde ésta significancia de
ocbservé sb6lo a las 3 y 4h de incubacién, p <0.001,

(Tabla 10).

3.3) ESTUDIOS PARA DETERMINAR LA LONGITUD DEL TUBO

GERMINATIVO DE Candida albicans, CEPAS D-566 y C-17, EN

PRESENCIA DE 17B3-ESTRADIOL Y PROGESTERONA.

3.3.1) 17B-ESTRADIOL

3.3.1.1) CEPA C17: No se encontraron diferencias
estadisticas entre la longitud del tubo germinativo de
las células en presencia de la hormona, y aquéllas en

medio de cultivo solamente, tanto en el tratamiento "B",
preincubacién a 28°C/ 18h en SYEB, (Tabla 11) como en el
"C", preincubacién a 28°C/ 18h en SYEB con hormona (Datos

no mostrados).
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TABLA 11.EFECTO DE 17-8 ESTRADIOL SOBRE LA LONGITUD DEL TUBO GERMINATIVO
DE Candida slbicans, CEFA C-17

frratamewto

COWCENTRACION DE

M P Ol

COMPARACION "A" ws "B
178- RETRADIOL 1 2 3 4 pP*
[ H 3] H

(ng/erd) XZs xts x*s xX*s 1h 2h 3h 4h

A 5¢3 9t a nis 16¥6 NS, |Ns. Ins. N.S.
B 0.3 723 13%6 187 21%7

A Btz 17210 1610 201 N.S. N.S. N.S. N.S.
B 5 10t 6 14* 8 172 8 20* 9

A 7%4 12t 7 16+ 8 21*10 N.S. N.S. N.S. N.S.
B 10 5+ 13 8* 4 11+ 7 14 %7

* PRUEBA t DE STUDENT

L : MICRAS

X £ S: MEDIA Y DESVIACION ESTANDARD




3.3.1.2) CEPA D566: En la Tabla 12 se observa el

efecto del 17B-estradiol, tratamiento "B" (preincubacién
a 28°C en SYEB), sobre la longitud del tubo germinative
de la cepa D-566 de C albicans. En forma semejante a la

cepa c-17, tampoco encontramos diferencias
significativas con el control, aunque en las
concentraciones de 0.3 y 5 ng/ml el tubo germinativo
fue, en promedio, mayor que en SYEB sin hormona.

Estadisticamente no se encontraron diferencias entre el
contrel vy las células sometidas al tratamiento "C"
(preincubacién a 28°C/18h en SYEB con hormona), ya que en
éste caso la longitud fue semejante (prueba t de

Student)

3.3.2) PROGESTERONA
3.3.2.1) CEPA C-17:; En la tabla 13 se muestran los

resultados de 1la influencia de progesterona sobre la

longitud del tubo germinativo de la cepa C-17 de C

albicans. La longitud del tubo germinative fue en

general, menor o igual que el control, aunque éstas

66



67

TABLA 12.EFECTO DE 17-B ESTRADIOL SOBRE LA LONGI!TUD DEL TUBC GERMINATIVO

DE Candida albicans, CEPA D-566

NATAMIENTO COMCENTRACION DS T | M P O COMPARACION “A” v "B"
178 ESTRAOIOL 1 2 3 4 p*
K u M H
(ngin) xts x+ s x% § xts 1h 2h 3h an
A 5¥a 14% 7 21+ 12 27214 N.S. N.S. N.S. N.S.
0.3
B 10 6 19% 11 20 =11 a3 +23
A 9r7 1ME 7 17%£13 22%15 N.S. N.S. |[Ns. N.S.
5
B 10t 5 18% 11 24* 15 28 %17
A 6% 3 9ts 12T 6 16+ 6 N.S. NS. |[Ns. N.S.
10
B 4%3 85 1227 1729

' PRUEBA t DE STUDENT

K . micras

X% S: MEDIA Y DESVIACION ESTANDARD
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TABLA 13.EFECTO DE LA PROGESTERONA SOBRE LA LONGITUD DEL TUBO GERMINATIVO
DE LA CEPA C.17 DE Candida albicang

TRATAMIENTO CONCENTRACION DE T | E M P Ofh COMPARACION "A" vs “B"
PROGESTERONA 1 2 3 4 pe
H M Y 1

(ng/mi) xts xts xts xts 1h 2h 3h 4h

A 9r 4 14*7 2212 30 17 N.S N.S N.S. N.S
B 10 5+ 2 9%4 12%5 14ts

A gt a 15 £ B 26 £13 38X 19 N.S N.S N.S. N.S
B 30 9t s 15+ B 2112 28t 17

A 5L 4 10X 6 22* 11 37% 17 N.S N.S N.S N.S
B BD 6> 4 1427 18t8 24t 10

A 33 8t 6 13t 9 22E12 N.S N.S N.S N.S
B 130 4+ 5 7k4 10X 4 12t 5

* PRUEBA t DE STUDENT



69

diferencias no fueron significativas (prueba t de

Student) .

3.3.2.2) CEPA D-566: E1 comportamiento general de ésta
cepa fue semejante al de C-17 ya que no se encontraron

diferencias significativas con el control (Tabla 14).
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TABLA 14 .EFECTO DE LA PROGESTERONA SOBRE LA LONGITUD DEL TUBO GERMINATIVO

DE LA CEPA D 566 DE Candida albicans

FRATAMENTO CONCENTRACION DE T | P a COMPARACION “A" ws "B”
PROGESTERONA 1 2 3 4 [
M u M H
{ngtml) xts Xts XtES Xts 1h Zh 3h sh
A 6% 2 9+ 2 158 19X 14 N.S. |NS. |N.S. N.S.
B 10 52 B X a4 12t 6 15F g
A 7% 3 12+ 4 17t 8 st 24 N.S. N.S. N.S. N.S.
B 30 g L g 13T 6 18t 8 35 + 23
A — 7 13 17t 8 28 £ 14 43t 22 N.S. |N.S. |Ns. N.S.
B 80 Y3 18 ¥ 10 31t g 39 r 16
A 7 % 4 11ts 20% 9 27 & 43 N.S NS. N.S. N.S.
B 130 g Xeg 14 %8 19 ¥ 10 25 + 13

* PRUEBA t DE STUDENT




DI SCUSION

La incidencia de vaginitis por C. albicans se

incrementa marcadamente durante el embarazo, declinando

en forma abrupta inmediatamente después del parto. Aun

no estan bien establecidas las razones por las que C
albicans  causa infeccién en  vagina. Algunos

investigadores sugieren que Candida no causa infeccién
por s8i misma en individuos sanos, sino que ésta se
desarrolla cuando se incrementa la susceptibilidad del
hospedero por  factores predisponentes tales como
inmunodeficiencias, diabetes, uso de anticonceptivos,

ciclo menstrual y embarazo (6,33).

En éste trabajo se planted que las hormonas 17B-
estradiol 1% progesterona, en concentraciones
fisioldgicas semejantes a las encontradas. durante el

ciclo menstrual y embarazo, pudieran tener alguna
influencia en la filamentacion de C afbicans (importante

factor de patogenicidad) lo que se ha comprobado, si

bien tal influencia difiere de una cepa a otra y de uno
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Los resultados que se obtuvieron de los anteriores
experimentos dieron lugar a la metodologia implementada
en este trabajo. Se eligid® el medio de cultivo
Sabouraud Yeast Extract Broth, SYEB, (caldoc sabouraud
con extracto de levadura) y una temperatura de 40°C, los
cuales no inhibieron la produccidn de tubos
germinativos, a diferencia de las otras condiciones de
cultivo en donde generalmente no habia filamentacién o

bien se observaba formacién de pseudomicelio.

Estd comprobade que C. afbicans es un hongo con una

elevada capacidad de variacidén fenotipica, lo cual puede
observarse entre células de una misma poblacidn, asi
como entre células de diferentes poblaciones (8) -

Tomando en cuenta la anterior referencia, se decidid
utilizar un control para cada una de las concentraciones
de prueba, debido a la wvariabilidad en el comportamiento

de las levaduras, eligiéndose un periodo de incubacién
de 4h para determinar la influencia de 17B-estradiol y
progesterona sobre 1la filamentacién de C. albicans

(porcentaje y longitud) porque en este lapso de tiempo
el tubo germinativo puede medirse en forma confiable, ya

que después empieza a constituirse en una masa micelial.
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A la temperatura de 28°C, C. albicans presenta forma

de levadura. El1 procedimiento de preincubar a 28°C/18h
en medio de cultivo con hormona o sin ella, para después

incubar a 40°C/4h (tratamientos A,B,C) se llevd a cabo

para establecer si la presencia de 17f8-estradiol o

progesterona en diferentes condiciones de tiempo y
temperatura podria influir en la formacién de tubos

germinativos, lo que sucedid6 con progesterona en

algunos casos; con 1l7f-estradiol no se observaron

diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos.
Como puede observarse en los resultados, la

concentracién de 0.3 ng/ml de 17B-estradiol favorecidé en
forma parcial 1la produccién de tubos germinativos,
Unicamente en la cepa C-17. Aquéllas que méas
estimularon la produccién de tubos germinativos fueron 5
ng/ ml de 17B-estradiol, tantoc en la cepa C-17 como D-
566, y 80 ng/ml de progesterona, especialmente en la
cepa C-17. Ambas concentraciones corresponden al

segundo trimestre del embarazo, lo que podria indicar un
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efecto directo de la hormona sobre C. aflbicans para el

establecimiento de infeccién, especialmente vaginitis.
Aunque las dos hormonas no tuvieron influencia sobre 1la
longitud del +tubo germinativo en ninguna de sus
concentraciones, probablemente ésto no sea relevante ya
que lo importante parece ser su formacidén, 1lo que
aumentaria 1la adherencia del hongo a 1los tejidos

facilitando asi la invasién de éstos (3,4,6).

El porcentaje de filamentacidén significativamente

mas bajo se encontrdé en la concentracién de 10 ng/ml, de
17B-estradiol, principalmente en la cepa C-17, y en 10
ng/ml de progesterona, en ambas cepas; estas
concentraciones corresponden al tercer trimestre del
embarazo y al <c¢iclo menstrual, respectivamente. Las

concentraciones de 30 y 130 ng/ml de progesterona

practicamente no afectaron a C afbicans.

No se esperaba que alguna de las concentraciones de

17B-estradiol Yy progesterona tuvieran un efecto

inhibitorio sobre el dimorfismo de C afbicans , atn

cuando un comportamiento similar se ha reportado en 2.
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pbrasifiensis (36) y T. mentagrophytes (38), ya que algunos

de los factores predisponentes para la infeccidén son el
embarazo (1,6,9) y ciclo menstrual, en los que se
registran cambios hormonales gque podrian favorecerla
(6,33, 44) debido a la presencia de proteinas de unidén
para esteroides en el hongo (SBPs, Steroid Binding

Proteins).

Powell y Drutz (32) menciocnan que el aumento en los
niveles de progesterona durante el embarazo puede ser

responsable por el aumento en la incidencia de
candidosis vaginal por C albicans, ya que la incidencia
de vaginitis por C trqpicaﬁs y C pseudbtrqpica[isuas

cuales presentan CBP, pero con baja afinidad pe{ra

progesterona) no se elevan durante el embarazo. Por
otra parte, Loose y col. (34) mostraron cque la
transformacién de levadura a fase micelial no era

afectada por la presencia de 10° M (314 ng/ml) de
corticosterona, progesterona y dexametasona, mientras
que Wagner (6) reporta que una concentracién de 40 ng/ml
de progesterona no tuvo efecto sobre el crecimiento

de C. albicans, en tanto que 8 pg/ml inhibidé el

desarrollo, disminuyendo el tiempo de generacién. Como
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pude verse, los resultados de Loose y Wagner no
concuerdan con los de este trabajo probablemente porque
las concentraciones hormonales Yy la metodologia
utilizada son diferentes, ademas de que Wagner mide el

efecto de la progesterona tomando en cuenta el tiempo de

generacién y no la filamentacién de C. albicans.

El principal efecto de hormonas esteroides como
estradiol, progesterona y <cortisona, es sobre 1la
expresién genética, mas que sobre la actividad
enzimdtica o los procesos de transporte. Estas hormonas
entran a las células blanco por difusién vy son,
transportadas al nicleo o citoplasma donde se unen gl
receptor. El complejo ligando-receptor se une al gen
para activar la transcripcién de ARNm, por lo que el
impacto de éstos esteroides se mide principalmente en
horas debido a que sus efectos biolégicos dependen de la

sintesis de nuevas proteinas. Por ejemplo, el primer
paso en la estimulacién del desarrollo uterino por 17B-
estradiol, es su unién a un receptor especifico en el
citoplasma de las células uterinas; el complejo hormonal
migra entonces al nucleo, donde se une a Sit{i.OS

especificos sobre el ADN. Otras hormonas esteroides
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actian en forma similar, estimulando el proceso de

transcripcidén (51).

En el caso de C albicans es probable que el

mecanismo de accién de las hormonas esteroides sea
semejante al anteriormente descrito (6,34), lo aque
explicaria su influencia en la produccién de un mayor
porcentaje de tubos germinativos en presencia de 5 ng/ml
de 17B-estradiol y 80 ng/ml de progesterona (cepa C-
17), en donde los resultados de los tratamientos "B" y
"C" (preincubacién en presencia y ausencia de la
hormona, respectivamente) fueron semejantes. Sin
embargo se desconoce €l mecanismo por el cual la
preincubacién a 28°C/18h y uUnicamente con progesterona,
afectd el porcentaje de filamentacidén al disminuirlo en
la mayoria de los casos, con excepciétn de la
concentracién de 80 ng/ml (cepa D-566); es posible que
la saturacidén de la proteina de unién para progesterona
(CBP) pudiera estar relacionada con ésta respuesta, o
bien que la concentracidn de la hormona dentro del hongo
interfiera con el estimulo de la temperatura (40°C) para

la formacidén de 1los tubos germinativos.
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También se desconoce la razdém por la cual algunas

concentraciones tienen un efecto inhibitorio sobre el
dimorfismo de C. albicans; se ha propuesto que la proteina
de unién pudiera tomar diversas conformaciones,
dependiendo de la concentracién del sustrato, las cuales
al actuar sobre el genoma de C. albicans pudieran
interactuar con él de diversas formas, promoviendo o
inhibiendo 1la fialmentacién o bien, gque una funcidn

especifica pudiera ser regulada dependiendo de 1los

sitios de unién ocupados por la hormona (43).

En cuanto a la diferencia en la respuesta hacia las

hormonas de las cepas de D-566 Y C-17 de C. albicans, -es

posible que ésta se deba a discrepancias en la afinidad
de 1las proteinas de unién hacia 17B-estradiol o
progesterona (EBP o CBP, respectivamente), de una u otra
cepa, ya dque en presencia de 17B-estradiol la cepa C-17
produjo en general, un porcentaje de tubos germinativos
mayor que la cepa D-566; por el contrario, en presencia
de progesterona la cepa D-566 filamentd en forma
general, en mayor proporcién que la cepa C-17. Es
necesario llevar a cabo mds investigaciones péra

corroborar lo anteriormente propuesto, si bien Loose y
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col. (34) describen en uno de sus trabajos que no

encontraron una correlacidén entre la cantidad o afinidad
de CBP para progesterona, y la virulencia de C atbicans

“in vivo”.

Hasta la fecha, hay pocos reportes sobre la
influencia de las hormonas esteroides sobre el
crecimiento o dimorfismo de C. albicans, Uno de estos
trabajos es el que llevaron a cabo Wagner y Loose y col.
en donde mencionan que éstas no tienen influencia sobre
el desarrcllo del hongo, especificamente progesterona
(34), en tanto que Kalo y Segal (33) describieron que el
tratamiento con progesterona incrementé la adhesién. a

células epiteliales . Por otra parte, Powell vy col.
indican que el 17B-estradiol en concentraciones de 107 M
(2.72 ng/ml), es capaz de estimular directamente la

formacién de tubos germinatives en C. afbicans (6), lo

cual concuerda con los resultados de éste trabajo.
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CONCLUSIONES

Las hormonas esteroides 17B-estradiol y
progestercna, en concentraciones fisiolobgicas,
influyeron sobre el dimorfismo de Candida ailbicans "in
vitro", particularmente en el porcentaje de

filamentacién, mientras que no tuvieron un efecto en la

longitud de los tubos germinatives.

Las concentraciones que ejercieron un mayor

estimulo fueron 5 ng/ml de 17B-estradiol, tanto en la
cepa C-17 como D-566, y 80 ng/ml de progesterona
especialmente en la cepa C-17. Esta respuesta indica un

comportamiento especifico del microorganismo.

El porcentaje de filamentacién mas bajo se

encontré en la concentracién de 10 ng/ml de 17f-
estradiol, principalmente en la cepa C-17 y en 10 ng/ml

de progesterona en ambas cepas.

El efecto de las hormonas esteroides es dependiente

de 1la temperatura y del medio de cultivo. La

preincubacién a 28°C/18h en caldo sabouraud extracto de
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levadura (SYEB) con progesterona, influy®é en la mayoria
de los casos negativamente scobre la produccién de los
tubos germinativos, desconociéndose el mecanismo de esta

respuesta.

La metodologia utilizada en la presente
investigacién es sencilla y confiable, ya que permitié
el seguimiento de una sola poblacién disminuyendo la

variacién en los resultados.

Son necesarias mas investigaciones para esclarecer

los mecanismos por los cuales el 17B-estradiel y la

progesterona influyen sobre el dimorfismo de Candida

albicans, asi como ensayar combinaciones de las

concentraciones de prueba utilizadas en este trabajo
para determinar cdémo efectan la produccidén de tubos

germinativos o de pseudomicelio, al cual también se le

ha relacionado con procesos infecciosos producidos por C.

albicans.
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RESUMEN

La candidosis, ocasionada principalmente por
Candida albicans, es una de las enfermedades micéticas
mas frecuentes. El1 microorganismo presenta un dimorfismo
relacionado con las condiciones en que se desarrolla,
produciendo levaduras, seudohifas e hifas wverdaderas;
¢éstas wultimas se asocian con 1la infeccidén activa.

Diversas condiciones pueden predisponer a infecciones
por C. albicans, particularmente vaginitis, infeccién muy
frecuente. En ésta investigacién se planted que las
hormonas estercides 17B-estradiol vy progesterona en

concentraciones semejantes a las del ciclo menstrual y
embarazo, podian influir directamente en la produccién y
longitud de los tubos germinativos del hongo,

encontrandose un efecto Unicamente en el porcentaje de
filamentacién. Se trabajdé con 0.3, 5 y 10 ng/ml de 17B-
estradiol y 10, 30, 80 y 130 ng/ml de progesterona asi
como con las cepas D-566 y C-17 de C albicans. La

concentraciédn que estimuléd significativamente la

producciédn de tubos germinativos en ambas cepas fue la
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de 5 ng/ml de 17B-estradiol mientras que 80 ng/ml de
progesterona ejercié un efecto particularmente en la
cepa C-17; el menor porcentaje de filamentacidén se
presenté en la concentracién de 10 ng/ml de 17B-
estradiol en la cepa C-17, en tanto que en 10 ng/ml de
progesterona este comportamiento se observé en ambas
cepas. La preincubacién a 28°C/18h en presencia de
progesterona disminuybé en forma general la produccidn de
tubos germinativos, desconociéndose el mecanismo de é&sta
respuesta. Al comparar el porcentaje de filamentacidn
entre ambas cepas, se encontr®é gque la hormona 17p-
estradiol estimuld principalmente a la cepa C-17, en

tanto que la pregesterona influencié a la cepa D-566.
El comportamiento general de C albicans en éste trabajo,
indica la existencia de una respuesta especifica hacia

las hormonas de prueba, lo que podria estar relacionado

con su virulencia.

*
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A PENDTICE

Las graficas presentes en esta seccidn se
elaboraron en base a los resultados de las tablas 1 a

10.

Los resultados de las tablas 1 a 6 se representan
en forma de regresiones. A diferencia de éstas, en
donde cada tratamiento tiene su respectivo control, se
graficé un soclo control cuyos datos se obtuvieron a

partir de la media aritmética de todos los controles en

el tiempo respectivo ( V.G.: La media aritmética de
los contrecles a 1la hora de incubacién en lgs
concentraciones de 0.3, 5 y 10 ng/ml de 17B-
estradiol}).

Los resultados de las tablas 7 a 10 se representan

en forma de histogramas. En éstos puede verse que
cada una de las concentraciones de progesterona o 17B-

estradiol «consta de «cuatro barras , las cuales
representan el porcentaje de filamentacién a la 1, 2, 3

y 4h de incubacidn.
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Griafica # 1: Efecto de l1la hormona 1l17P-estradiol

(ng/ml) sobre el % de filamentacién de Candida

albicans, cepa C-17: Al iqual que en la tabla #1, se

observa que el menor porcentaje de filamentacidn se
presentd en la concentracidén de 1l0ng, en tanto gue en
las concentraciones de 0.3 y 5ng, éste fue mayor gue en

el control.

Grafica # 21 Efecto de la hormona 17f-~estradiol

(ng/ml) sobre el % de filamentacién de Candida

albicans, cepa D-566: El efecto del 17B-estradiol

socbre esta cepa es semejante al de la cepa C-17, ya que
en las concentraciones de 0.3 y 5ng el porcentaje -de
filamentacién fue mayor que en el control, en tanto que

en la concentracién de 10ng éste fue menor.

Griafica # 3: Efecto de la hormona progesterona

(ng/ml) sobre el % de filamentacién de Candida

albicans, cepa C-17. Un porcentaje de filamentacidn

menor que en el control se observé en la concentracidn
de 130ng. En las concentraciones de 30 y 80ng de

progesterona la produccidn de tubos germinativos fue

28



mayor a las 2 y 3h de incubacidn, sin embargo a las 4h
no hubo diferencias c¢on el control. El mayor
porcentaje de filamentacidn se observéd en la

concentracidén de 10 ng.

Grafica # 4: Efecto de la hormona progesterona

(ng/ml) sobre el % de filamentacién de Candida
albicans, cepa C-17 (preincubacién). En este caso C
albicans se preincubé a 28°C/18h en presencia de

progesterona. A las 4h de incubacién a 40°C, se
observéd que el porcentaje de filamentacién fue
semejante al control en las concentraciones de 10, 30 y
80ng, mientras que el menor porcentaje de tubbs
germinativos se presentdé también en la concentracién

de 130ng.

Grafica # 5: Efecto de la hormona progesterona

(ng/ml) sobre el % de filamentacidén de Candida

albicans, cepa D-566. El efecto de progesterona sobre

esta cepa es diferente al de la cepa C-17, va dque el
menor porcentaje de filamentacidén se observd en -la

concentracidén de 10ng, mientras el mayor se presentd en
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80ng/ml de progesterona. No hubo diferencias con
respecto al control a las 4h de incubacidén en las

concentraciones de 30 y 130ng.

Grafica # 6: Efecto de la hormona progesterona

(ng/ml) sobre el % de filamentacidn de Candida
albicans, cepa D-566. El comportamiento de C. albicans

fue diferente <cuando se preincubd a 28°C/18h en
presencia de progesterona . Si bien el mayor y menor
porcentajes de filamentacién se observan en las
concentraciones de 80 y 10 ng respectivamente, tambieén
se observd que la produccidén de tubos germinativos fue
menor que la del control en las concentraciones de 30

y 130 ng.

Grafica #7: Comparacién del % de filamentacién entre

los tratamientos B y C con progestercna de la cepa D-
566 de Candida albicans. Puede observarse que en tres

de las cuatro concentraciones de progesterona (10, 30
y 130ng) el porcentaje de filamentacién fue mayor en el
tratamiento B. En la concentraciétn de 80ng la
produccién de tubos germinativoes fue mayor en .el

tratamiento C.
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Grafica # 8: Comparacidon del % de filamentacién

entre las cepas D-566 y C-17 de Candida albicans en

presencia de 17B-estradiol. En presencia de esta

hormona, la cepa C-~17 produjo en general un mayor

porcentaje de tubos germinativos que la cepa D-566.

Grafica # 9: Comparacién del % de filamentacién entre
las cepas D-566 y C-17 de Candida albicans en presencia

de progesterona. En las concentraciones de 30, 80 vy
130ng, el porcentaje de filamentacién de la cepa D-566
fue mayor gque el de la cepa C-17 sin embargo, en 1la
concentracién de 10ng/ml de progesterona, la cepa C-17

produjo una mayor cantidad de tubos germinativos.

Grafica # 10: Comparacién del % de filamentacidn
entre las cepas D-566 y C-17 de Candida albicans

cuandec son preincubadas en progesterona. En general, el
porcentaje de filamentacién también fue mayor en 1la
cepa C-17 sin embargo, el grado de significancia

estadistica al comparar ambas cepas, fue diferente
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cuando se preincubé en presencia de la hormona ( ver

tablas 9 y 10 ).
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Grafica 2. Efecto de la hormona 17B-Estradiol (ng/ml) sobre el

% de Filamentacion de Candida albicans, cepa D566.
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2 Grafica 3. Efecto de la hormona Progesterona (hg/ml) sobre el

1

% de Filamentacion de Candida albicans, cepa C17.
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Grafica 4. Efecto de la hormona Progesterona (ng/ml) sobre el

% de Filamentacion de Candida albicans, cepa C17.
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5 Grafica 5. Efecto de la hormona Progesterona (ng/ml) sobre el

% de Filamentacion de Candida albicans, cepa D566.
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= Grafica 6. Efecto de Ja hormona Progesterona (ng/ml) sobre el

% de Filamentacion de Candida albicans, cepa D566.
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Grafica 7. Comparacion del % de Filamentacion entre los tratamientos
B y C con Progesterona de la Cepa D-566 de Candida albicans.
Tratamiento
- B = no preincubado

- ‘ C = preincubado
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Grafica 8. Comparacion del % de Filamentacion entre las Cepas D-566 y

C-17 de Candida albicans en presencia de 17 B-Estradiol.
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Grafica 9. Comparacion del % de Filamentacion entre las Cepas D-566 y

C-17 de Candida albicans en presencia de Progesterona.
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Grafica 10. Comparacion del % de Filamentacion entre las Cepas D-566 y
C-17 de Candida albicans cuando son preincubadas en Progesterona.
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