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La formacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs) es un mecanismo de
reciente descripcion llevada a cabo por neutréfilos para la eliminacion de hongos a traves
de una muerte celular denominada NETosis. Objetivos: Estudiar los mecanismos
involucrados en la induccion de los NETs por 4 especies de Candida de relevancia clinica,
a través de un analisis del perfil de produccién de sus fosfolipasas, y su interaccién con los
neutrofilos en la induccion de NETs. Material y Métodos: Se estudi6é la cinética de
secrecion de las fosfolipasas y la actividad enzimatica de 120 aislados clinicos de Candida
a través del método en agar con yema de huevo y el indice Pz. La inducciéon de NETs se
determind por microscopia de fluorescencia, cuantificacion de la expansion nuclear y
ensayos de inmunofluorescencia. Resultados: Las cepas de C. albicans, C. tropicalis y
algunas cepas de C. parapsilosis mostraron una actividad muy elevada de fosfolipasas,
cinéticas diferenciales de produccion, ademds de una robusta induccion de NETSs
demostrado por la presencia de calprotectina y mieloperoxidasa, no siendo asi para C.
glabrata la cual mostré actividad alta de fosfolipasas sin induccion de NETs. Conclusion:
Factores de virulencia presentes en C. albicans, C. tropicalis, y C. parapsilosis como las
fosfolipasas estan implicados en la induccion de NETs. C. glabrata no induce la formacion
de NETs por lo que se sugiere que otros factores de virulencia y de inhibicion de este
mecanismo podrian influir en dicha respuesta.

Dr.C. Alejandro Sanchez Gonzalez

Director de Tesis
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CAPETULO 1

INTRODUCCIIN

1.1 Caracter'sticas de lomeutr—filos

Los neutr—filos son leucocitoscundantes en sangre pertenecientes a la familia
de granulocitos, estas cZlulas tambiZn denominadaso polimorfonucleares
(PMNs) debido a su particular forma nuclear segmentada, desempe—an una funci—n
determinante en la respuesta inmune innata, yaquéos primeros en ser reclutados
al sitio de la infecci—n para eliminar a los pat—fkr)sDurante su reclutamiento
a los sitios de inflamaci—reconocen se—ales derivadas de los roiganismos
como los lipopolisaaidos (LPS) y formil lipopZptidos (fMLP) gtel hospedero entre
los que se encuentran las quiniims y citomas ejemplos de sfas son las
interlucinas 6,8 y 17 (IL-6, IL-8 e IL-17) as’ como el factor de necrosis tumoral
(TNF- D, los cuales tienen un papel preponderante. Estas se—ales esanatan
cZlulas endoteliales para producir molZculas de adhesi—n comselastiRas, E
selectinas y miembros de la superfamilia de las integrinas (ICAMs), donde al
interaccionar con los neutr—filos por matidaglicoprote’na ligandd P-sekctina
(PSGL:1) y L-selectina (ISGL-1), se acoplan y resultan en un rodamiento

caracter’stico de los neutr—filos a lo largo del endotelio.



A medida que los neutr—filos interaccionan con las cZlulas endoteliales, se
producen cambios en su biolog’a por la activaci—n de v’as de se—alamiento mediadas
por las familias deinasas SrcSyk, el fosfoinos’tido {juinasa (PI3K) y la prote’n
cinasa actiada por mit—geno p38 (MAPK38). Dicha activaci—n promueve una firme
adhesi—n del neutr—filo al endotelio mediada por la@abhD GH ODV LQWHJULQD\
1 y Macl). Tal interacci—n con las integrinas, as’ como la secreci—n de
guimioatrayentes inflamata@s y citocinas, capacita a los neutr—filos su migraci—n a
los sitios @ infecci—n y transendoteliblna vez translocados, los neutr—filos se
encuentran en un medio rico en estimulantes inflamatorios tanto del hospedero como
de orgen pat—geno, los cualégari su comportamiento promoviendo la liberaci—n
de citocinas para el reclutamiento de otras cZlulas inmunes, as’ como la fagocitosis, la
liberaci—n de sus grinulos y la formaci—n de trampa®laiiras de neutr—filos
(NETs) el cual esun nuevo meanismo que se ha descrito por el cual puede

eliminarsea los microorganismdg).

1.1.1 Fagocitosis

La fagocitosis es la principaistrategia de defensa utilizaper los neutr-#ds
contra los pat—genos, enclal, por medio de receptores deomacimiento de
patrones (PRRs)son capaces de reconocer dominipoteicos presentes en
pat—genos denominados patrones moleculares asociados a pat—genos (PAMPSs). Una
vez que los pat—genos son reconocidos por el neutr—filo, los microorganismos son
internalizados por la membrana celularwna vacuola llamada fagosoma, la cual al

madurar se convierte letal paitos. En los neutr—filos la maduraci—n del fagosoma



consiste en la fusi—n de grinulos I'ticos presentes en el citoplasma al lumen
fagosomal, donde al mismo tiempo, el montaje deNWDPH oxidasa en la
membrana fagosomal permite la producci—n de especies reactivas de ox'geno (ROS),
y de forma conjunta, estos dos mecanismos crean un entorno t—xico para la mayor’a
de los pat—genos (aunguestenmicroorganismos que hatesarrollando ®rategias

para sobrevivir dentro de elld$§].

1.1.2 Degranulaci—n

Una segunda estrategia microbicida llevada a cabo por los—+daf es la
degranulaci—n. EnstZ, los neutr—filos participan activamente en el proceso
inflamatorio mediate la acci—n de mceltiples grinulos I'ticos presentes en su
citoplasmalos cualeson clasificados en tres tipa: Ginulos azur—filos, formados
durante la maduraci—n de los neutr—filgge contienen mieloperoxidasa (MPO
enzima cr'tica en el estallidoxidativo), defensinas, lisozimas, r®®e’'na que
incrementad permeabilidad bactericidaBPI (Bactericidal permeability increasing
protein), y serinrproteasagsomo laelastasa de neutr—filodlg (Neutrophil Elastase)
entre otras; b)Grinulos espec’ficoscaracterizados por contenéactoferrina y
glicoprote’nasy serformados despuZs de lgstnulos azur—filos, y §rinulos
gelatinasas, las cuales permiten trasvasaci—n de los neutr—filos a travZs del
endotelio de los vasos sangu’'nedsa vez que Ip neutr—filos activaddiegan al
sitio de inflamaci—n, mediante se—alesd@seonocidas, movilizan sus grinulos y los
fusionacon la membrana plasmttica liberando su contelddorma interesantéas

diferentes clases de grinulgsesentan cierta sefevidad de movilizaci—n en



reuesta a se—ales inflamatorias, siefaogrinulos azur—filos los mis dif'ciles de
movilizar, seguida de grinulos espec’ficlms grinulos gelatinasa y por celtimo las

ves'culas de secreci{2h

1.1.3Trampas extracelulares de eutr—filos (NETS)

Recientementese describi— un nuevo mecanismo que los neutr—filos utilizan
como estrategia antimicrobiana contra los pat—genos, denominado trampas
extracelulares de neutr—filos o0 NETs (Neutrophil Extracellular Tlaps)NETsse
originan de la liberaci—n del contenidwmclear de los neutle$ al espacio
extracelular, y esttoompuestos por ADNhisbnas, y cromatina descondensada, lo
que simulan fibras delgadas con dominios globulaeasforma de redEstas redes
tienen una doblefunci—n la de capturar a los microorganismos, limitando su

expansi—n y el da—o colateral del contenido grasell&ET [4-6].

Algunas de las ventajas que ofrece estaawstrategia en comparaci—nlaon
fagocitosis y la degranulaci-san: la eficiencia deacci—rpor un mayortiempo,
causa el menor da—o posible al hospedero, ademits de ser mis eficiente en la

eliminaci—n de microorganisnj@g Tabla 1.



Tabla 1. Comparaci—n de los mecanismos de control de infeccioress

neutr—filos.

Mecanismo de

CarZcter’'sticas y bpsode tiempo

TZcnicas para su estudio.

control de la aproximado.
infecci—n
-Neutr—filos sin estimular cg
PMA mis la aplicaci—n d
Requiere una constante quimixitay la | ADNsa I.
ingest—n de microbios rde del| -Aplicaci—n de citocalacinB®
Fagocitosis fagolisosoma requieralto mnsumode | (la cual inhibe la fagocitosis pd

energ’a. Producen menos da—o al tej
celular. El tiempo aproximado en el q

ocurre es a los 1@in'

medio de la actina)
-Ensayo de muerte intracelul
(% de supervivencia d
microorganismaos).

Degranulaci—n

Sus grtnulos son t—xicos para el te
celular produciendo da—o y tambil
necesita gasto de energ’a aunque me
gue la fagocitosis. Tiempo aproxima
en el queocurre a los 3Mnin.

-Utilizaci—n de citocalaciia
para inhibir la fagocitosis,
midiendo el % de muerte de lo
microorganismos al tiempo de
30min en neutr—filos sin
estimular con PMA.

-Para ver la activida
antimicrobiana de neutr—fil
utilizar la tZcnica de extracto
granulares de neutr—filo
humanos en varia
concentraciones de Zsta y
cultivo (de cZlulay de los
microorganismos.

Formaci—n de NETs

Pueden persistir mis tiempo en
muerte de los microorganismos que |
v'a fagocitosis.Tiene menos gasto d
energ’a. Minimia el da—o celular dg
hospederal limitar la dispersi—n de |
grinulos con un efecto antimicrobia
al atrapar a los pat—genos. El tier
aproximado en el que ocurre es a
120min.

(Ensayo de muerte extracelula
(% de superivencia y % de
muerte por NETS.

-Utilizaci—n de ADBh | libre

de proteassy RNAasa en
neutr—filos estimulados con
PMA.

-Fluorescencia con fragment
Fab de anticuerpog
monoclonales contra €
complejo de Histonas H2A H2E
y ADN o elastasa.

-Colorante azul de calce’na
anexina V.

-Ensayos d&Vestern Blot.
-Tratamiento con PMA ¢
Glucosa oxidasa30O)




Los NETs son producidos por una muerte celdemmominada NETosis, durante
la cual los neutr—filos se someten a una serie de cambios morfol—gicos.debstico
Zsta, una vez que los neutr—filos son activados, adquieren una forma mis extendida
debido a una firme adhesi—n a su sustrato. Durante este proceso, la activaci—n de la
protén quinasa C (PKC) es esencial para que a travZs de reacciones de fosforilaci—n
por las MAP cinasas se active al complejo NADPH oxidasa y genere la producci—n
de ROS. Posteriormente el noecleo pierde susob—mil una desintegraci—n de la
membrananuclear Concomitantemente, los grinulos se degian y las prote’'nas
contenida en Ztos, como elastasa y mieloperoxidasa, migran hagarleria del
ncecleo colocalintiose y contribuyendo a la descondesaci—n de la cromatina de
manera sinZrgica con la adtiad de la peptidil arginina desnasa4 (PAD4).
Posteriormentela envoltura nuclear se desintegra totalmente, y el contenido del
ncecleo es mezclado con el citoplasma. Finalmente la membrana citopladeittica
neutr—filo se comprometesy contenido es @xiesto al espacio extracelulamda

lugar a la formaci—n de NHE$.

Existen diferenciagntre la NETosig/ otros tipos de muerte celular como la
apoptosis o la necrosisanto de manera morfatiea comoen la producci—n de

algunas molZculague participaren su inducci—8, 8-11], Tabla2.



Tabla 2. Diferencias morfol—gicas y caracter'sticas de los diferentes tipos de

muerte celular.

TIPO DE
MUERTE CARACTERESTICAS TfCNICAS DE DETECCIIN
CELULAR
-El ADN es fragmentado por la escisi—n de| -Microscop’a electr—nica, y
nucleosomas. fluorescencia (para Ve
-La cromatina se condensa ynekcleo se disgre( morfolog'a).
en fragmentos. -Inmunohistoqu'mica (prote’n
-La cZlula se encoge y se rompe enrfragtos| Anexina V, colorante azul d
envueltos (cuerpos apopites). calceha, utilizaci—n del anticueryj
-No hay ruptura de la envuelta nuclear. antiFas).
-Vacudizaci—n del citoplasma. -Western Blot Detecci—n d
APOPTOSIS | -La fosfatidil serina se expone en la hoja exte prote’nas presentes en el procesq
antes de la integridiade la membrana plasm#ti{ -loduro de propidio (IP), solo entr
comprometida. (son Anexina V positivo) a las cZlulas con la membra
-Los organelos en el citoplasma permane| plasmitica da—ada (necrosis
intactos, se condensan. apoptosis).
-Dependiente deaspasas y requieren producci
de ROS.
-Requiere estulo fisiol—gico o patol—gico.
-Requiere gran gastte energ’a.
-Afecta a cZlulas individuales
-Retracci—n del noecleo con condensaci—n dg -Microscop’a electr—nic
cromatina. electroforesis de prote’'nas
-Lisis del ncecleo (cariolisisfagmentaci—n del | (fragmentaci—n del ADN
ncecleo (cariorrexis). -Anexina M-FICT positivo/ IP
-Las cZlulas se hinchan, se margina la cromati| positivo.
-Dilataci—n dekt’culo endoplismicdRE), -Microscop’a de Iltorescencia
NECROSIS | tumefacci—n de las mitocondrias. combinada con citometr’a de flujo
-Ruptura de las membranas internas como la ¢
los lisosomas.
-Requiere estulo patol—gicy algunas
ocasiones fisiol—gicas y afecta a grupos de
cZlulas.
-Degradaci—n espec'fica del ADN.
-Requiere energ’'a.
-Activan proteasas inespec’ficas.




NETosis

-Las cZlulas se aplanan y los ncecleos pierder
forma lobulada.

-La cromatina se descondensa.

-Se dilata el espacio entre la membramerna y
externa del noecleo.

-Se activa la prote’n quinasa 3 para la producc
de ROS.

-Las membranas nucleares forman ves’culas.
-Se desintegra la membrana nuclear en ves'cu
-Es dependiente de la producci—n de ROS, e
independiente de caspasas.

-No hay fragmentaci—n del ADN

-No requiere gasto de energ’a.

-Afecta a cZlulas individuales.

-La fosfatidil serina se expone cuando se romp
membrana plasmitica.

-Relocalizaci—n de grfnulos (elastasa).
-Mezcla de componentes citoplasmiticos y
nucleares.

-Desaparecen los organelos citoplasmztticos.

-Microscop’a ¢ectr—nica
inmunofluorescencia.
-Fluorescencia con fragment

FAB de anticuerpos monoclonalg
contra el caplejo de Histonas
H2A H2B y ADN o elastasa.
-Colorante azul de calce’na
anexina V.

-Western Blot.

-Tratamiento con PMA o GO
-Microscop’a de [fiorescencia
combinada con citometr'a de flujo

NECROPTO-
SIS

-Es una necrosis regulada, independiente de
caspasas.

-Requiere que la funci—n de la caspasa 8 se il
0 se interrumpa.

-Puede ser ejecutada por el F{fFactor de
necrosis tumora))FasL(Ligando Fas).
-Permeabilizaci—tamprana de la membrana
plasmitica.

-Citosol translcecido y mitocondrias hinchadas.
-Aumenta su tama—o celular y de organelos.
-Expulsan el material citopanitico por
perforaciones de la membrana.

-V'a de se—alizaci—n impamte a travZs de RIP
quinasa.

- Escapadela v'a de las caspasas y activa a las
DNAsas.

-Se pued®bservar cuando las cZlulas son
estimuladas por se—ales posbrten como
ligandos dda familia de receptores de muerte
(FAS, FNT,TRAIL o ligando inductor de
apoptosis relacionado al FIN&n ausencia de la
activaci—n de caspasas wvivo despuZs de
lesiones isquZmicas.

-Microscop’a electr—nica
transmisi—n.

-Producci—n de ROS.

AUTOFAGIA

-Es una muerte celular programada.

-Hay una fase de nucleaci—n o ensamblaje.
-La membrana se elonga y forma ves’culas.
-Las ves’culas skisionan formando
autofagosomag despuZ#s lisosomaslirigen a
Zste formando autofagolisosomas.

- Loslisosomas del fagosoma destruyen
orgtnulos de la cZlula.

-Se muestra una cZlula con muchas vacuolas

lisosomasrtfo hay morfolog'a de apoptosis)

-Microscopio electr—nico y de
fluorescencia (morfolog’a,
presencia de autofagosomas dobl
membrana.)

-anti LC3en la membrana de los
autofagosomas.

+



As’, durantela NETosisse observa uaplanamiento del neutr—fifiyrdida de
la forma lobular de su ncecleo, activaci—n de la prote’n quinasa 3, migraci—n de
grindos (mieloperoxidasa ylastasahacia la periferiael noecleo para contribuir a la
descondensaci—n de la cromatina, desintegraci—n de las membranas nucleares y
ruptura de la membrana citoplasmitica con el vertimiento del contenido de la cZlula
al espacio extraceluldb]. Estos eventosontrastancon losotros tipos de muerte
celular comda apoptosisdonde se obsen@ndensaci—n de l@matina, y cuerpos
apopt—ticoste la necrosis dondexisteretracci—n del ncecleo y degradaci—n @el DN
con un mayor gasto de energde la necroptosigor la v'a dese—alamiento
dependiente de lalR | quinasa y activaci—n de Agds$ con permeabilizaci—n de la
membrana citoplasmiticy finalmente difiere de la autofagia por la ausencia de

vacuolas o fagolisosomas en la cZlula.

Por otro lado, se ha observado qos hmeutr—filos que son inducidos a la
formaci—n de NETgarticipanen el sistema inmune contra lagecciones tanto
bacterianas comeparasitariasSe ha demostrando qadgunos parisitos protozoos
como Toxoplasma gondily Eimeria arloingi son atrapados por las redes que
constiuyen los NETs promoviendo un efecto antiparasitario. Mientras que en algunas
bacterias, comdtreptococcuppneumonae y Pseudomonaaeruginosg los NETs
son inducidos pero sin mostrar dicho efecto microbicidayorecendo la
diseminaci—n detds Finalmente en loseltimos a—os se kascrito que uno de los

principales factores de riesgo para contraer una micosis oportunista, se encuentran



aquellos en donde los pacientes poseen una disfunci—n tanto cuantitatifatiyaual

de los neutr—filos, debido a que estas cZlulas juegan un papel en impedir el progreso
de la enfermedad y a su vez, seréygortado urefectofungistttico yantifoengicale

los NETSs frente a hongate relevancia cl’'nigaentre ellos se encuentraspergillus

fumigatusy C. albicans[12-16,19,7%.

1.2 Caracter’sticas generales d€andida

Candida albicans es el agente causal de la candidiasies uno de los
pat—genos oportunistgee en los celtimos a—os hdquirido un mayor interZs
mZdico debido alos porcentajesaltos en incidencia y mortalidadste hongo
comprende mits de 200 especies, pero s—Ilo ocho son las mhsefrente aislada
en enfermedadeseall ser humanosiendoC. albicansla quesobresale yajue puede
aislarse hastan un85% de los casosSn embargo especies conib parapsilopsis,
C. glabrata y C. tropicali€ausan candidiasis invasiva y en conjunto Coalbicans
son la cuarta causa de infecciones nosocomiales del torrente sangu’neo en los Estados

Unidos|[17].

C. albicans y otrasespecies, formrapartehabitual de lebiota normal de las
personasteniendo predilecci—n por las mucokkm particularidad importante te
gZneroCandida es que no producen pigmentos melfnicos, formando colonias
cremosas, limitadas, planaspacas, y en ocasiones rugosas o surcadas, de color
blanco o blance@marillento en lemedio de crecimiento. Su morfolog’a microsc—pica
puede variar segcen la especie: globosas, ovoides, elpticas y cil’ndricas; su

reproducci—n asexuada o anam—rfica elgtmcbnidios (holobltstica) y la mayor'a



de las especies pat—genas pueden formar seudohifas, con excepCandidde
glabrata Una de las principales caracter’'sticas que p&sathicanses crecer de
manera dim—rficaes decir a una temperatura de -3%% se mantiee como
blastoconidias (20 mil'metrosde ditmetro) y a 2530¥C en un medio pobre de
nutrientes y tenso forman estructuras a partir de tubos germinales, detasrhifas

0 micelio verdaderox15 [lilimetros de largo) Este dimorfismaes consieradouno

de los principales factores de virulend&C. albicans[18,19, y reportes demuestran
quelos NETSs, actcean capturando y eliminando a dicho hongusilos formas

[20].

Posteriormente se demostr— que uno de los principales componentes de los
NETSs, la calprotectina, prote’na de los grfnulos del neutr—filo, reduce el crecimiento
de C. albicans contribuyendo a la acci—n antifeengica de los NETs contra este
pat—geni@1]. Por lo que, es de relevancia investigar que tipo de prote’nas granulares
de los NETs son eficientes contra las especie€aleliday que mecanismos del

hongo inducen a la formaci—n de NETSs.

1.2.1 Enzimas hidr—liticas déandida

Por otra parte, los pat-rgs tambiZn llevan a cabo diferentes estrategias para
invadir las cZlulas déluZsped y al mismo tiempo evadirsistema inmune. En el
caso deCandida spp, secretadiversos factores de virulenciZomo enzimas
hidrol'ticas para la adhesi—n, invasi—n y destrucci—n de los tejidos, promoviendo
destrucci—n de lasembranas celulas [22,23] Entre los principales factores de

virulencia secretadpse encuentran las protaas cuya funci—n es la hidr—lisis de



enlaces pept'dicos y las fosfolipasas que hidrolizan los fosfol’pidos de las
membranas celularg¢®4]. Las proteasasontribuyen a la adhesi—n e invasi—n de los
tejidos, ademis tienen un amplio espectro de substratos, ya que degrada estructuras
de protenas como la albcemina, hemoglobinas hasta inmunoglobulinas o prote’nas del
sistema inmune, y a su vez proveen del nit—geno necesario para la supervivencia del
hongo [25-27]. Existen trabajos en los que la funci—n de estas prote’nas en la
virulencia de lasespecies de€Candida ha sido documentado, sin embargo, otros
investigadores han encontrado que su presencia no necesariamente representa un
rasgo de vulencia para todas las especies. €ste sentido, Parfartega y cd.
realizaron un frbol filogenZtae las familias aspartproteasasecreadas o SAPs
(Secreted Aspartic rBteaser de especies de&andida cl’'nicamenterelevantes, en

donde demuestran que esta familia de genes estt presente en los gen@mnas de
albicans C. tropicalisy C. parapsil®is no siendo as’ el€. glabratay C. krusi,

especies gque actualmente han tomado mayor relevancia en infecciopa@sentes

inmunocomprometidof28].

Por otra parte, la relaci—n que poseen las fosfolipasawirulencia del hongo
han cobrado relevancia, ya que estudios demuestran que exigepuesi—n activa
de estas prote’nas en las levaduras y en las hif@s dibicasdurante la invasi—n al
tejido, encontrfndose de mamerbundante en la partgpical de la hifa, en la
superficie de la levadurags’ comose ha observado que es secretada al medio
extracelular en tejidos profundamente invadidos por dicho hongo, como el tracto

gastrointesting]29,30]



Adicionalmente, estudios recientes han dertrado que otras especies
emergentes de importancia cl'nica incluyen@o glabrata, y C. kruseposeen
actividad de fosfolipasasD'Eca Juniory colaboradoresal realizar prubas de
fosfolipasas y proteasde diferentes aislados clI’nicos @andidg enconraronque
la mayor’a de estos aislados cl'nicos, 56 (68.3%) fueron positivos a la prueba de
fosfolipasas, por otragote, solamente 16 cepas (44Béjultaron positivapara la
producci—n de protea$al-33]. En cuantaal tipo de las fosfolipasas secretadas por
las especies d€andida se tiene muy poca informaci—n y los resultados de los
estudios por los investigadores var'an debido posiblemente al mZtodo utilizado para
este fin, ademts de que en estudios no se ha estableaidelaci—n con su posible
papelen la patogenia.esha reportado Isecreci—ae dos tipos de fosfolipasas: Ay C
enC. albicans(Abstr. Atti XIV Cong. Naz. Microbiol. Messina, abstr. P35 and P36,
1967), sin embargo otros investigadores al realizar urcifra@miento crudo de
prote’nas en filtrados de cultivo @& albicans,encontraron actividad de tres tipos de
fosfolipasas; lisofosfolipasa, lisofosfolipasa transacilasa y fosfolipagatr& grupo
encontr— actividad de fosfolipasa D de esta misma egpde3@]. Informaci—n
concerniente a los tipos de fosfolipasas secretadas por especies no pertenecientes al
grupo albicans es muy escasa, siendo solamente el cenico estudio realizado por
Clency y col., (Programs Abstr. 36th Annu. Meet. Infecs.[Hoc. Am.abstr. 317,

1998) en dondese encontr— actividad de fosfolipasa B y lisofosfolipas&.en
glabrata, sin embargo informaci—n pertinemtda cinZtica de producci—n de estas

enzimas, o de otras especiesaftmcansde relevancia cl’'nicao se describi—



La identificaci—n precisa de la cinZtica de producci—n y la identificaci—n del o
los tipos de fosfolipasas secretadas por las especi€sanddida de importancia
cl'nica resulta fundamental ya que se sabe que cada una posee diferentes funciones o
se encuenan localizadas en diferentes compartimentos de la cZlula, por lo que
podr’an tener una relevancia en su patogenicidad o progresi—n de la enfermedad en

los pacientes inmunocomprometid@s-43].

Existendiferentestipos defosfolipasas conocidos comosfolipasas AB,C, y
D, as’ como sussubtipos Dentro de les fosfolipasa A, estinla A2 secretoria,
encargada del mabolismo de I'pidos de membrana;A2 citos—lica con actdad
transacilasa y fosfoliga; B A2 independiente de calcio con actividad aal-
glicerol transacilasa y triacil glicerol lipasa y la fosfolipasa A2 dependiente del
factor activador de plaquetas acetilhidrolasa (FA&H implicada enel metabolismo
oxidativo de fcidos grasos. Dentro de la fosfolipasaseBencuentréa B1, lacual
tiene una hidr—Ilisis preferencial en la posici—B d&al diacilfosfol'pido y
diacilglicerol. En las fosfolipasas C, se encuentra la fosfolipas&Z la cual es
crucial en el se—alamiento transmembraren ias fosfolipasadD; se encuentran los
subtipps D4, asociada a enfermedades como la artritis reumatoide, y D5 la cual

interactoea cdmrmonas coméa 17 Eestradiol(Figura 1)

! "0



TIPOS DE

FOSFOLIPASAS

A

[ FOSFOLIPASAS J

' FOSFOLIPASA

1

FOSFOLIPASA

|

FOSFOLIPASAS |
. A2 SECRETORIA

|

FOSFOLIPASA
A2

FOSFOLIPASA A2

INDEPENDIENTE DE

|
] =

B1
|

FOSFOLIPASA
A2 PAF-AH

Hidrolisis

CITolséLl(:A

CAlLCIO

| preferencial en la

Regulacion del
metabolismo de
los fosfolipidos de

las membranas
bioldgicas.
Dependen de Ca+

Muestran
actividad
lisofosfolipasa y
transacilasa.

Metabolismo
lipoproteico, dada
su actividad como

acil-glicerol-

transacilasas y tri-
acil-glicerol-
lipasas

Figura 1. Tipos de bsfolipasas

posicion sn-2 de
diacilfosfolipidos y
diaciglicerol.
Actividad esterasa
hacia p-nitrofenilo.

Degrada
tanto los
PAFs como
acidos

grasos de
cadena corta
oxidados.

"&

C- G2
|

Enzima crucial en
la seializacion
transmembrana

' FOSFOLIPASAS D

FOSFOLIPASA | FOSFOLIPASA
D4 D5

| 9
Enfermedades |
asociadas:

vaccinia, yla

~\

Interactiia con la 17

artritis renmatoide -beta- estradiol

yvias de (ortologo); 2-
biosintesis metilcolina
glicerofosfolipido (ortologo);3,4-
dicloroanilna

(ort6logo).




1.3NETs vy fosfolipasas

Las fosfolipasas poseen capacidad de actuar como enzimas degradadoras de
glicerofosfol’'pidos de las membranas celulares, dicha actividad es llevada a cabo al
reconocer de manera espec’fica diferentes fosfol’'pidos que actoean como blanco. Una
vez reconocido el enlace Zster, es escindido, lo que promueve la s'ntesis de segundos
mensajeros celulares. Dichgpaeaidad deja en claro el pap las fosfolipasas en la

transducci—n de se—g[&3,44]

Como ejemplo de estse ha descrito la participaci—n lagosfolipasa A2
citoplasmitica q°PLA2) en la hidr—Ilisis y activaci—n del fcido araquid—nico en la
posici—sn2 de los glicerofosfol’pidos, en donde este fcido participa como segundo
mensajero y contribuye a la s’ntesie mediadores inflamatorios a travZs de la
generaci—n de ecosano’nes (tromboxanos, prostaglandinas y leucotrienos). Dichas
molZculas son relevantes en la respuesta inflamatoria, pues se sabe que en las cZlulas
inmunes, entre los que se encuentran lestra-filos, al activarse esta v'a, se
incrementa su actividad microbicida frente a microorganismos pat—genos, puesto que,
la v’a del Zfcido araquid—nico derivada didéolipasa A2 citoplasmiticaactoea
como un antlogo a diacilglicerol (DAG), que actilrieectamente a la PKC y esta a su
vez estimula a la NAPH oxidasa y una redistribuci—n de la membrana darante

fagocitosig45-47].



Adicionalmente la generaci—n y activaci—n del fcido araquid—nico puede
llevarse a cabo mediante la acci—n de otras fosfolipasas, por ejemplo, se sabe que el
corte de fosfol’pidos de membrana por medio de la acci—n de la fosfolipasa C (PLC)
genera dos productos, el fosd inositol (IP3 y la 2,3 diacilglicerol oDAG, Zsta
celtima enzima tambiZn posee la capacidad de activar la PKC. De igual forma, cuando
el substrato es fosfatidil colina, la fosfolipasa D (PLD) y/o la PLC en conjunto al

fosfttido fosfatasa (PA, prodacprimario de la PLD) produce diacilgliceldH].

Con respecto a lo mencionado en los pfrrafos anteriores, la acci—n de estas
fosfolipasas convergen en la activaci—n de la PKC, la cual, es una de las molZculas
importantes en la inducci—n de NETSs. Leont@mcia de la activaci—n de la PKC en
la formaci—n de NETs ha sido demostrada amplianmeetiante la utilizaci—n del
forbol miristato acetato (PMA), el cual es un antlogo sintZtit®A& que posee la
capacidad de activar directamente a la PKC e irddo la generaci—n de RORy

formaci—n de NET48-51].

Actualmente, no exieh estudios que describan el pageslas fosfbpasas en la
inducci—n de NETs,ins embargo, a travZs de lodocumentadoy descrito
anteriormentelas fosfolipasas A2 citosiea y B, al hidrolizar los fosfol’pidos de la
membrana celular, dan origen a la formaci—n del fcido araquictmiatgctiva de
manera directa la PKG molZcula principal en el proceso de la NETdsisanterior
sugiere que las fosfolipasas pudiesearticipar a travZs de la v'a del tcido

araquid—nico en la inducci—nNIEels. La figura 2 muestra este mecanismo

| g



se—alando la v'a de inducci—n de NETs mediaritebel miristato acetatgPMA),

un clfsico inductor qu'mico de NETS.
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Figura 2. Mecanismo de inducci—n de NET®r fosfolipasas

En la actualidadno se sabe cual mecanismo utilizas hongos oportunistas
como Candida albicansen la inducci—n dBIETSs, pero una posibilidad ser'aque
dependiendadel tipo de fosfolipasas que expresen pudiesen activar a la 8KC
travZs de la producci—n de fcido araquid-ymieceste modo promover la formaci—n

de NETSs.



CAPETULO 2
JUSTIFICACIIN
En la actualidadexiste muy poca informaci—n acerca de los factores de
Candidaque promueven la formaci—n de NETs por lo queddupci—n de
fosfolipasas pueddener un papel importante en su inducci—n, influir en la

eliminaci—n del hongo as’ como en la patolog’a de la enfermedad.

Una mejor comprensi—n de estos mecanismos serf de utilidad para desarrollar

estrategias mas efectergara el control de las infecciones feengicas.



CAPETULO 3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la capacidad de diferentes especiesCdadida y de sus

fosfolipasagara inducir trampas extracelulares de neutr—filos.

3.2 Objetivos espec’ficos

1. Identificar fenot’picamente las 4 especies@indidade relevancia cl’'nica
(C. albicans, Ctropicalis, C.parapsilosis y C. glabrajeobtenidas a partir de
hemocultivos.

2. Evaluar y determinain vitro la producci—n de fosfolgss en levaduras de 4
especies de importancia cl'nica del gZr@andida.

3. Estudiar la capacidad de las cepas y de las fosfolipasas para inducir los NETS.



CAPETULO 4

MATERIAL Y MfTODOS
I

!
!
4.1 Estrategia general

|

Para llevar a cabo el objetivo de este trabajo, se estableci— la siguiente
estrategia generals partir de una colecci—n de Iflamientos cl'nicos de sangre,
se realiz— la identificaci—n fenot'pica de especié3ani@ida por los mZtodos
convencionalesreportados en la literaturgorueba de filamentaci—n en suero,
producci—n de clamidosporas y mediante el sistema APl 20C AUX. Una vez
identificadas las especiate una selecci—n d#as y mediante previa reactivaci—n en
medio I'quido o s—Ilidge procedi— adeterminaci—n de la actividad de fosfolipasas
por la prueba en agar yema de hueSe.realiz—a cinZtica de producci—ndiehas
enzimasy finalmente se determin— el crecimierfteengico con el prop—sito de
correlacionar si la secreci—nfdsfolipasas era dependiente de eBinalmente se
realiz—a inducci—de NETSs por las especies dehgib Gindidaseleccionadas y sus

fosfolipasas.
4.2 Identificaci—n fenot’pica de especies @andida

Para la realizaci—n de este trabajo, se analizaron una colecci—n de 120 aislados
clI'nicos de hemocultivos con diagn—stico presuntiv&Caledida spp. Las cepas

fueron recolectadas de 2005 a 2013 en el Laboratorio de Micolog’a del Centro
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Regional de Controtle Enfermedades Infecciosas (CRCEI), del Departamento de
Microbiolog’a de la Facultad de Medicina de la Universidad Aut—noma de Nuevo
Le—n. Con el fin de identificar y seleccionar las especies que en la actualidad tienen
mayor relevancia cl'nicad albicans,C. tropicalis, C. parapsilosisy C. glabrata), se

realizaron las siguientes pruebas de manera simultanea:

4.2 .1Prueba de filamentaci—n

A partir de un cultivo fresco (24h) dgandida spp se tom— una muestra que
fue inoculada en 0.5mL de sueronmno y se incub— a 37%C dur8hte
Posteriormente se realiz— una prueba en fresco para observar al microscopio (40X) la
formaci—n de tubos germinales, los cuales se caracterizamngopeque—a
prolongaci—n filamentosa proveniente de la cZlula levaduwgifsin costricci—n en

el punto de origen. Esta prueba es presuntiv@. @dbicans

4.2.2Prueba de producci—n de clamidosporas

Se tom— a partir de aaltivo fresco (24h) d€€andida sppuna muestra de
levaduras para ser inoculada en agar harina de (@arnmeal Agar, BD, BBI'™)
guecontiene tween 80 para reducir la tenssuperfcial y aumentar la formaci—n de
hifas y blastoconidiaskl cultivo se incub— a 37%C durante 72h., y se realiz— un
examen en fresco para observar al microscopio la formde-esporas asexualds
paredes gruesas Yy refringentes, llamadas clamidosporas, que pueden estar intercaladas
0 en posici—n terminal de las hifas tabicadas o sepiEstagprueba es presuntiva de

C. albicans
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4.2 .3ldentific aci—n por el sistema APl 20BUX

Con el prop—sito de identificar las cepa€ nalbicansy confirmar las cepas
C. albicans se llev— a cabo la determinaci—n por medio del sistema API 20C AUX.
En Zsta, se tom— una muestra a partir de cultivos freset8hj2deCandida spp
para realizar un in—culo en soluci—n salina estZril y ajustarlo al tubo No. 2 del
nefel—metro de McFarland (equivalente a 68xcZlulas/mL). DespuZs se tomaron
100R. de la soluci—n, para colocarlo en una soluci—n enriquecedora (ARIZPC
y posteriormentee cubrieron las 20 coepulas de la tira APl 20C AUX (Biomerieux,
Durham, NC), las cuales contienen Eaibstratos deshidratados y permiedectuar
ensayos de asimilaein de carbohidratos:glucosa(GLU), glicerol (GLY), 2-ceto
gluconato ctlcico(2KG), L-arabinosa(ARA), D-xilosa (XYL), adonitol (ADO),
xilitol (XLT), D-galactosa(GAL), inositol (INO), D-sorbitol (SOR) Metil- [D-
glucopiranosida(MDG), N-acetitglucosamina(NAG), D-cellobiosa (CEL), D-
lactosa ¢rigen boving (LAC), D-maltosa(MAL), D-sacarosgSAC), D-trehalosa
(TRE), D-melezitosa(MLZ), y D-rafinosa (RAF). Adicionalmente, una de Zstas
coepulas contiene un control negativo, el cual tambiZn fue inclu’do colocando s—Ilo el
medio enriquecedor sin in—culo. Se llev— a incubaci—n lm@Badofa Ararican
Gold Series, modelo 181). La lectura final se hizo a las 72k segcen el perfil de
asimilaci—n de carbohidratos, se realiz— la identificaci—n de las cepas (sistema de

identificaci—n disponible en I'nea: api\Mglbmerieux.com



4.3 Determinaci—n de la producci—n de fosfolipasas

Para la determinaci—n de la actividada cinZtica de producci—de
fosfolipasas de las especies @andidapreviamente identificadas, sgiliz—medio
con yema de huevo base Sabouraud y para determir@ecdniento faemgp se
utiiz— medio PDA (Agar papaexdrosa) (BD, Sparcks, MD) La metodolog’a

utilizada se describe en la figurg & continuaci—se menciona de manera detallada

4.3.1Actividad y cinZtica deproducci—n ddosfolipasas en ceas reactivadas en

medio s—Ilido

Cepas deCandida previamente identificadas,uéron semkadas en agar
SabouraudAS), (BD, Sparks, MD, para ser reactivad metab—licamente. A partir
de altivos frescos crecidos a 24Ise inocul— una muestra en soluci—aa ssiZril
al 0.8% y se ajust— a un in—culo de "1WET/m| que equivale al 20% de
transmitancia a 590nm., utilizando un espectrofot—n{f@&guoiaTurner, modelo
340. Una vez ajustado el in—culo, se procedi— a realizar la prueba de fosfolipasas,
colocando P del in—culo en un agaextirosa &bouraud modificado con yencie
huevo (BD, Difco, Franklin Lakes, NJ) se incub— a 37%C, llevando a cabo una
lectura cada 24hdurante4 d’as. Para aquellaepas deCandida que resultaron
productoas de follipasas se observia formaci—n de un halo alrededor del
crecimiento de la colonian el medio de cultivoLa actividad de fosfolipasas fue
cuantificadamediantelos valores del 'ndice Pz, basado en la medici—daijdaktro
de la colonia /total del difrtre de la colora misel halo deprecipitaci—n. As’, un

valor de Pz <0.69 equivale a una actividad muy fuerte, un Pz=00/90(actividad
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fuerte), Pz= 0.80.89 (actividad leve), Pz= 0.9D99 (actividad dZbil) y Pz= 1

(Negativo).

Una vez realizada larpeba de fosfolipasas para todas las especies de
Candidg se seleccion— una muestra de cepas productoras o0 no productoras de
fosfolipasas. Como control negativo se utiliz— una ceffaicdt®sporum asahijila
cual no es productora de fosfolipasas, y una @&pCC deC. albicanscomo control

positivo.

4.3.2 Actividad y cinZtica de fosflipasas en cepas crecidas enedio I'quido

Para la prueba de fosfolipasas de las especi€addidacrecidas en medio
I'quido, se inocul— una muestra de levaduras a partir de las cepas previamente
reactivadas en cultivo fresco de 24h, en 4mlLcdelo soya tpticasa o TSC (BD,
Sparks, MD). Posteriormente las cepasron incubadas a 3Z2%urante24h, 72 y
120h a los cuales de manera independiente se les realiz— la siguiente metodolog’a:
las muestrase centrifugaron a 3000rpm, durarit® minutos(DYNAC. Modelo
420101),donde se obtuvo el sobrenadante, el cual se almacen— a 4%C para los
siguientes estuds y el pellet, este se ajust— al in—culo establecidé (BQONL) y
se llev— a cabo el mismo procedimiento de la prueba en medio con yema de huevo.
En cada punto de estos tiempos de crecimiento mencionados se realiz— la prueba de

fosfolipasas por 4 dsatomando en cuenta latevidad de la enzima cada 24h



4.3.3Determinaci—n del crecimiento

Para la determinaci—n del crecimiento de las cepaandkdacrecidas tanto
en medio I'quido como en medio s—Iido, se llev— a cabo la metoch@ngianada
en las seccioneanterioes @.3.1 y 4.3.2 respectivameipteon la diferencia que al
ajustar el pellet obtenido del medio I'quido o la muestra de levadura del medio s—lido
al in—culo ya establecido, se procedi— a col@atebesta soluci—em PDA y se
incub— a 37¥4C. Lauea se llevo a cabo cada 24h durahtéas, tomando la porci—n
de crecimiento de la colonia en el agar e inoculando en 3mL de soluci—n salina
estZril, para su posterior lectura a 600nm en el espectrofot—metro. Una vz que s

obtuvo la densidad —ptica, se realiz— una equivalencia, donde 1 ODUF8x%aM..
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Figura 3. Metodolog’a parala actividad de fosfolipasas yleterminaci—n crecimiento
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4.41nducci—n de NETSs por especies @andiday sus fosfolipasas

Para llevar a cabo la siguiente prueba, las especig3addida seleccionas
fueronpreviamente reactivadas en aabouraud y ademis otra parte fue crecida en
medio I'quido tomando un punto enteimpo (2496h), de acuerdo colos resultados
de las cinZticas. La metodolog'a para obtenci—n de los neutr—filos e inducci—n de

NETSs se describe a continuaci—n.

4.4.10btenci—n y purificaci—n deentr—filos

Se realizaron extracciones de sangre perifZrica de donadores sanos en tubos
con EDTA (BD vacutainer, Franklin Lakes, NJy)las muestras fueron colocadas
(7mL) en tubos c—nicos de polipropileno de 15mL sobre la cartidaglente de
Histopaque 119 (SigmaAldrich, St. Louis, MO).Se centrifugaron a 800 x g durante
20 minutos, con frenan’nimo (valorde 3 (Symphony, modelo 4417R)Las fases
correspondientes al sueranonocitos y linfocitos (capa celular superiosg
desecharory serecolect— la capa inferimgrrespondiente s polimorfonucleares
(PMN) con una pipeta pasteur, cuidando que la fase roja (eritrocitos) no se recolecte
junto con esta. Los PMN recolectadosrun lavados con 2mL de PBS 1X (a partir
de PBS10X: 1,370 mM NaCl, 27mM KCI, 100mM NEPQs, 18mM KHPQs, pH
7.4) mediante centrifugaci—n a 300 x g durd@teminutos.Los PMN fueron
separados de los eritrocitos remanentes mediante un gradiente de Segood
Aldrich, St. Louis, MO). El gradiente deercoll se prepara-partir de una soluci—n al
100% (9 partes de Percoll mis 1 parte de PBS.18X)prepararon 5 porcentajes

adicionales erb tubos de 15mlde la siguiente manera: de la soluci—n Percoll al
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100% se tomaron los siguientes volcemenes padiskastas fases6.5mL (65%),
7.0mL (70%), 7.5mL (75%), 8.0mL (80%) y 8.5mL (85%) de esta soluci—n y se
llev— a volumen total de 10mL con PBS 1X en cada Allsontinuaci—ren otro

tubo, se coloc— cuidadosmte 2mL de cada gradiente derddll ya preprado,
empezando desde el mis concentrado (8&Poinenor concentrado (65%pe
resuspendi— y mezcl— el pellet de cZlulas PMN ene4RRBS] y se transfiri— 2mL

de %te a la parte superior del tubo con los diferentes gradientes de percoll. Se
centifug— drante 20 minutos a 800 x g (sin fren®osteiormente se colect— la
interfae entre las capas del 70 y 75% de percoll en un tubo de 15mL y se lav— de
nuevo con PBSmediante centrifugaci—an300 xg por 10 minutos. Finalmente las
cZlulas fueron resuspedds en medio RPMIsuplementado coaOmM HEPESy

0.5% HSA (ife Technologies, Mainway Drive Burlingont, ONT)os neutr—filos se
cuantificaronmediante su conteo directo e¥mara de Neubauer (Propper, NY,
11101)y se determin— la viabilidad de las cZlmesliante tinci—n comzul de

tripano.

4 .4.2Inducci—n de NE$

Los neutr—filos (2x¥nL) fueron sembrados en medio RPMuglementado
con 10mM HEPESy 0.5% HSA en una placa con 24 pozos (F00pozo) y se
incubaron por 20 minutos a 37¥&hd] Lab, modelo 5215) pargermitir su
adherencia. Posteriormente se a—adieron los siguientes tratamientos: cultivos de
especies d€andida(MOI 1:100 50 P/pozo) sobrenadante del cultivo I'quido al

4% (50R./pozo) o 40 nM PMA (5@/pozo) (Sigma, Saint Louis, M(jara inducir
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la formaci—n de NETSs. Se incluy— como control negativo, neutr—filos sin estimular, y
como control positivo, neutr—filos estimulados con PMA. Se incubaron a 37%C
durante 3h y posteriormente se le a—adi— a cada pd2o dE0 Sytox Green
(Molecula probes, Life Techonologies, Eugene, ORR)se incubaron en oscuridad

por 10 minutos a temperatura ambiente. Adicionalmente en algunos casos las cepas
fueron previamente fijadas con paraformaldeh’do al 4%. Se realiz— la cuantificaci—n
de la expansi—n neal y se analiz— la morfolog’a de las cZlulas a travZs de un

microscopio de florescencidZeiss, axioplan, West Germany).

4.4.3Preparaci—n de diferentes multiplicidad de infecci-MOI) y tratamientos

Para determinar la inducci—n de NETSs por las espediandila las cepas
qgue fueron reactivadas en medio s—lido, o las que se trataron en medio I'quido fueron
ajustadas al 40% de transmitancia (ZxUFC/mL) con soluci—n salina al 0.85%
estZril, sienddste un MOI equivalente &100. Para un MOI dé&:10 (2x16), se
colocaron en un tubo eppendorf, JR0de la soluci—n anterior a—adiendo R0O6e
RPMI, y para una MOI de:1 (2x1(), se coloc— de igual forma en un tubo
eppendorf, 102 de la soluci—n amtor a—adiendo 90B. de RPMI. Los
sobrenadantes del cultivo crecido en medio I'quido fueron a—adidos a los neutr—filos a
diferentes concentraciones (40% y 4%), as’ como el medio de cultivo (Agar soya

tripticasa) sin in—culo, utilizado para el crecimieetta cepa.



4.4.4Cuantificaci—n de laxpansi—n nuclear

Una vez realizada la inducci—n de NEOW®jzando un microsc@io de
fluorescencia, se capturaranfgenes de fluorescencia y su correspondiente campo
claro ocontraste déases de al menos 5 campos al azar con el filFC (ex=480/;
em=535/50)usando el objetivo de 20X. Posteriormente las imfgenes obtenidas
fueron procesadas en el programa Image J (Versi—rdé.l#/$iguiente manergor
medio dela imagen de fase de cordta de la muestra, se hizo un conteo de la
cantidad de cZlulas totalpsr campo XWLOL]DQGR HO FRQWDGRU GH Fp
programamediante los siguientes comandBtug LQ : $QDO\]H : &HOO FRXQW
,QLWLDOL]JH : 6HOHFW WK H EGridevhield Hokal e\ 8Atulas fBR X Q W
registrado en una hoja de Excel (Microsoft Excel 2011 para Mac, Versi—n 14.1.0).
DespuZs se trabaj— con la imagen de fluorescencia por el sytox, transformfndola en
una imagen blanco y negro ddi en este program&pmandosimage: type: 8-
bit). Se ajust— la luz y contraste de la imagen para hacer claramente discernibles las
cZlulas enteras del ruido del fondo, haciendo click para aplic@tmgndos:
Image: Adjust : Brightness/Contrast Apply). Se ajust— posteriormente, el tahb
GH OD LPDJHQ HQ OD WDEXODFLYQ GH OD LPDJHQ VH
SWKUHVKROG” \ HQ ODV RSFLRQHV VH VHOHFFLRQy 3'HID
la pesta—a deslizante superior hastaejwelor rojocubri—por completo las cZlulas,
evitando la aparici—n de ruido en la imag€omandos: ,PDJH : $GMXVW
7TKUHVKROG VHOHFW 'HIDXOW 5HG).Dugéd, usdodd |&DFNJUR X
herramientas de dibujo, se eliminaron las cZlulas del borde de la imagen, y
manualmente se separaron leZlulas, seleccionando la herramienta brocha o

SSDLQWEUXVK" 6H DQDOL]J]DURQ ODV LPiJHQHV SDUD RE
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de cada cZlula, para esto se seleccion— en latgtQla83 QD O\]H~ 3$QDO\]H SDU\
y se estableciHes valores de tama—t00Infinito, mostrando los contornos y
comprobanddos resultados de la pantalla, haciendo click enptge(Comandos:
$QDO\]H : $QDO\]4set39re: VIQIR{DIty, Show: Outines and check

Display results>: 2. ).

Posteriormenteise dividieronadecuadamente las cZlylas programa debe
ser capaz de contar las cZlulas individuales (indicado por un ncemero rojo dentro de
cada cZlulp Una vez realizado esto, se copialos datos del noemero de evento y
freaque semuestran en la ventamke esulados yse pegaroren el documento de
Excel en una nueva cohna llamada Imagen J resultadbaego, en la misma hoja
de Excel, se cre— una columna llamada BINS, el cual es un rango de los ncemeros en
incremento que cubren desde el valor m'nimo al miximenuwd por el frea de
todos los tratamientos. En la siguiente celda se calcul— la frecuencia de cada dato en
HO WUDWDPLHQWR LQVHUWDQGR OD IXQFLYQ 3)UHFXHQ
para el fea del tratamiento de la matriz de datos y el rarggdod datos para $o0
contenedores de la matriz de BINBaciendo click en aceptata funci—n s—Io
devolvert el primer \ar; de Ata extender la selecci—n para toda la gama de valores
de Bins. DespuZs se hizo click sobre la f—rmula y se introdujo eldmx@in> +

<Shift> + <Enter>.

Los datos fueron convertidos al porcentaje de cZlulas positivas al sytox
dividiendo los valores de frecuencia por la cantidad total de cZlulas determinadas de
la imagen de contraste de fase, y se trzpercentaje de cAhs Sytoxpositivas

dentro del rangdel iUHD $'1 K (@ivid® los valores de la matriz de Bipsr el
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ditmetro estimado en una etapa no estimuladasdedutr—filos humanos , P En
general se puede considerar una cZlula NEFotc la que presentancecleos
descondensadog supera la superficie media normal de neutr—filos no estimulados

P), suponiendounafd®® D FLUFXODU \?2HO XVR GH & [ U

4.4.5. Ensayo denimunofluorescencia

Se analizaron los NETs inducidos por inmunofluorescencia. Parasesto
prepararon previamente los anticuerpos por diluci—n en un buffer de incubaci—n (BSA
al 3% en PBS 1x) y despuZs de sembrar los neutr—filos ¢Zxk1l&is/pozo) en medio
RPMI sobre cubreobjetos de 13mm en placas de 24 pozos, se a-—adieron los
tratamientoscon las especies déandidaas’ como los controles respectivos y se
incub— durante 3h a 37%C para inducir la formaci—n de NETs. Posteriormente se
fijaron las cZlulas con 4% de paraformaldeh’do (concentraci—n final), y se incub— por

10 minutos o el tiemprequerido a temperatura ambiente.

Se prepar— una ctmara hcemedariendo el fondo de una bandeja con
toallas de papel hcemedescartandel exceso de aguaextendiendo bien el papel
para eliminar las arrugaSe cort— el parafilm del tama—o adecuado y sespbse
las toallas de papel hcemedadiendo agua de nuevo y eliminarelexcesoCon el
uso de pinzas y una aguggsacaon los cubreobjetos de los pozoseg colocaroren
la ctmara hcemeddiquetindims adecuadamente. Luego, se lavaron cuidadosamente

con 100 R de buffer BSA al 3% en PBS 1x. Se permeabilizaron las cZlulas con 100

R de buffer de permeabilizaci—n, Trit—n 100x al 2R @@ Triton 100x en 2.5mL
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de PBS 1x) cubriendo cada cubreobjetaseyincub— por 15 minutos a temperatura
ambiente. Se lav— de nuevo 2 veces conRLafke buffer BSA al 3% en PBS 1x.
DespuZs se a-adieron los anticuerpos primarios previamente diluidos 1:100,
utilizandoanti-calprotectim (Anti-rat—n, monoclonaf)anti Mieloperoxidasa (Anti
Humano, policlonal) (Dako, Agilent Technologies, Carpinteria, USA), los cuales
fueron incubados durante 1h a 37%C y de nuevo se lav— 2 veces con buffer BSA al 3%
en PBS 1x. Finalmente se a—adieronR5@le los anticuerps secundaris, Alexa

Fluor 488 conejantirat—n IgG (Life Tecnologies, Thermo Fisher, USA) con
fluorescencia verdg Alexa Fluor 568 abraanti-conejo(Life Tecnologies, Thermo
Fisher, USA) con fluorescencia roja, diluidos ambos a 1:300 con la soluci—n Buffer,
Zstos fueno incubadospor 45 min a temeratura ambiente en oscurida@. 18v— 2
veces corl00 R de buffer BSA al 3% en PBS 1y se agreg-50 R. de DAPI
(SigmaAldrich, St Louis, MO) previamentediluido (990R. Buffer mis 1R

DAPI) a cada tratamientgara te—irlos nceclegsllevindose a incubaci—n a
temperatura ambiente en oscuridad durante 15 minutosi08taron laminillas para

su antlisis pr microscopia de fluorescencia colocando los cubreobjetos
cuidadosamente en una gota de glicerol al 70% swimtaobjetos y se adquirieron

imfgenes de los diferentes campos.



CAPETULO 5

RESULTADOS

5.1 Identificaci—n fenot’pica de especies @andida

En la figura 4y 5 se muestmna los resultados obtenidode la prueba de
filamentaci—ry clamidosporas respectivamente realizada para |&s cépas de
Candida spp provenientesde aislados cl'nicos de sangre, as’ como una imagen
representativale cada unasiendo un 25% de cepas positiyaaa la prueba de
filamentaci—n y cladosporasy un 5% negativas para ambas pruebas. Las cepas
que fueron positivas para ambas pruelyas mencionadas y presuntivas de
C.albicans se observ4a formaci—n del tubo germinal,celal es una prolongaci—n
filamentosa originadade la cZlula levaduriforme (filamentaci—n)tambiZn se
observ—a formaci—n de esporas asexu@éldamidosporas)intercaladas o en la
pord—n terminal de las pseudohitage sonrefringentes al microscopig que se

muestran en la imigenes 4 y 5 de ilesisos correspondiente a los incisos B.

A continuaci—n, para la identificaci—n a nivel de especie de las cepas de
Candida que fueron positivas y negativas para las pruebas anteriormente
mencionadas, se confirmaron por el sistema API 20C AUX, resulemd@0 cepas
que correspond’an a las 4 especies de relevancia cl'nica, donde el 25% de las cepas

positivas a la prueba de filamentaci—n y clamidosporas (n=30) fueron todas
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identificadas comdaC.albicanspor dicho sistema bioqu'mico y el resto (75%) de
cepasnegativas a las dos primeras pruebas fueron identificadas co@@lbaans

El perfil de asimilaci—n de carbohidratos mas representativo de cada especie as’ como
Su respectivo porcentaje de especificidad por esta pruetaestra en la tabla, 3
resultando para las cepds. albicans C. parapsilosisC. glabratay C. tropicalisun

99.60%, 99.90%, 99.30% y 95.70% de especificidad de identificaci—n mis frecuente,
variando en su perfil bioqu'mico 8/30 cepas en carbohidratos como xilitol y trealosa
en C. albcans 8/30 cepas en carbohidratos como glicina, arabinosdlofa y

adonitol enC. parapsilosis 1/30 cepas en carbohidratos como trealosaCen
glabrata y 5/30 cepas en carbohidratos como xilitol, inositolcdllobiosa y D

lactosa erC. tropicalis(Tablas 47, ApZndice B).
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Figura 4. Prueba de flamentaci—nEn la figura (A) se muestra el porcentaje de las
200 cepas de€andida spp.que fueron positivas (25%) y negativas (75%) a esta
prueba. En la figura de la derecha (B) se observa la formdewrubo germinalgl

cual es una prolongaci—n filamentosa originada de la cZlula levaduriforme,

caracter’stico deC. albicans



A) B)

Clamidosporas

B positivas

W Negativas

Figura 5. Prueba de ¢amidosporas.En la figura de la izquierda (A) se muestra el
porcentaje de las 200 cepasCiendida sppque fueron positivas (25%) y negativas
(75%) a esta prueba. En la figura de la derecha (B) se obsefgamaci—n de

esporas asexualesntercaladas o en la poren terminal de las pseudohifas

refringentes al micros@io, presuntivas d€. albicans
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labla 3.Identificaci—n por elssema API 20C AUX.

Frecuencia de
identificacion de las % de
Candida spp. | GLU | GLY | 2KG |ARA XYL |ADD| XLT |GAL|INO SOR, MDG | NAG |CELILACMAL|SAC TREMLZ RAF, cepas Candida spp. | especificidad

|C.albicans t - + I . L N B N - *# | =l -]+ | % |-]-]- 30120 89.60%

|C. parapsilosis + * + + + + - * - |+ + + HEEEIENEEENE 301120 99.90%
!C.qfabrsra + - - - - - - =l =] - - - R O O N N O 30120 99.30%
|

'C. tropicalis + - + -1+ ) -+ -4 + + R L N N N 30M120 85.70%

!
!
!
Para el cumplimiento de los siguientes 2 objetivos del trabajo experimental,
los resultados fueron seccionados en 4 partes, de acuerdo a las cuatro cepas

previamente identificadas para un mejor antlisis de cada una.
i
234€. albicans

Se realiz— la detdrmaci—n de producci—n de fosfolipdsaks 120 cepas
previamente identificadaga que el porcentaje de especificidad de la prueba fue alta
para todas y la frecuencia de la variaci—n en el perfil bioqu’mico fue bajo. Dichas
cepasfueron activadas y cretas en medio s—lido (AB¥e llev— a cal® mZtodo

en agar yema de huevo. A partir de dicho antlisis se realiz— una selecci—n de estas

para los siguientes estudios.

5.2.1 Producci—n desfolipasas

La figura 6muestra los resultados obtenidos de la actividad de fosfolipasas de
las cepas d€. albicansg(n=30)conbaseDO YDORU R 3tQGLFH 3] REVHUYI

de actividad muy alta para estos aislados. De manera interesante, observamos la

I $,



formaci—n de distintdsalos de precipitaci—n en el agar con yema de huevo por
acci—n de las fosfolipasas los cuales se muestran en la figura 7. Dichos halos fueron
categorizados como halo transparente, halo muy marcado, y doble hablo para las

cepas de&. albicans en diferents porcentajes

En la figura 8se muestra la cinZtica de la actividad de fosfolipasas ('ndice Pz;
HMH 3\" G H Qdabitarpré&viamMente seleccionadas dmse a los resultados
anteriores. Las mediciones se llevaron a cabo cada 24h ddrdiate (eM H 3[° WDQWR
para aquellas crecidas y activadas en medio s—Iido, como acg@disgecidas en
un mealio I'quido por 24h, 72h y 120h como se describe en la metodolog’'a. Se
observ— una actividad similar de fosfolipasas para los diferentes tratamistos a
96h de la pruebat¥s d’a)sin embargdas cepasle cultivo tard’o(120h) su actividad
es lenta ypierdenla producci—n del halo marcadalicionalmente.en eta misma
figura se muestraimigenes representativ@slos4 d’as de la pruebgara todo$os
grupog de 4 de estas cepas que produjeron los 2 halos mis caractdhsicosuy
marcado, y halo transparente con actividad alta para améodps 3 diferentes
tiemposde crecimiento en medio I'quido. Se incluye el control negativo a un @aislad
de T.asahiiel cual se conoce previamente como no productor de estas enzimas, el
cual fue probado en las mismas condiciones que los aisladtandeda En la figura
9 se muestra la cinZtica de crecimiento de las c€paabicans obtenidos de la
medici—ra travZs de la densidad —ptica. La medici—n es refiejaddevaduras

P/ HMH3\" | tahDiZiF ¥Drealiz— cada 24h duranteGtDV  H.MEBl 3[~
interesante mencionar que en las cepas as’ como en el control negativo se observa que
el crecimiento & mayor en las cepas crecidas en medio s—lido que para las crecidas

en medio I'quido
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C. albicans

3%

29/30= Muy alta pZ <0.69
(++++)

& 0/30= Alta pZ: 0.70-0.79
(++4)

0/30= Leve pZ: 0.80-0.89
(++)

% 0/30= Débil pz:0.90-0.99
(+)

1/30= Negativos (pZ:1)

97%
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Figura 6. Actividad de fosolipasas de cepade C. albicans Todas las cepas (n=30)
fueron activadas en medio s—Ilido (AS) y posteriormente fueron inoculadas en agar
con yema de huevo, donde se midi— la actividad de fosfolipasas en base al 'ndice Pz:

Muy alta, alta, leve, dZbil o negativa. El porcentaje mifs alt®o)9mostr— una

actividad muy alta para esta especie.



marcado

" 7/30= Dobles halos

D) E)
4/30 = Halos translicidos
grandes
¥1/30 = Negativos

Figura 7. Producci—n de halos porcepas de C. albicans Se realiz— una
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categorizaci—n de acuerdo a las formas de precipitaciratosieadenb de esta
especie durante los dfas de la prueba de fosfolipasas, donde el 60% de las cepas
produjeron halos muy marcados (A,B), 24% dobles halos, es decir, un halo muy
marcado y otro transparente (A, C), 13% Halos translcecidos o transpgkdd}es

3% fue negativo a la prueba (A,E).
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A) Pz C. albicans

Actividad de fosfolipasas (Pz)

-o— Medio sdlido

=== 24h precultivo lfguido
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—+= (Control: T.asahii
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Control
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Cultivo enMedio I'quido

24h 72h 120h

Figura 8. CinZtica de producci—n de fosfolipasas @e albicans En la figura A, se

muestra la cinZtica dectividad de fosfolipasas de una cepaCdabicans(halo muy

marcado con actividad alt en base al valor Pz, llevadacabo con diferentes

tratamientogcultivo y precultivo en medio s—Ilido kguido a 24h, 72 h y 120 te

incubaci—n a 37)/d@canzando la misma actividad de fosfolipasas a los 4 d’as para

todos los tratamientos. En la figura B, se muestran imfgenes representativas de las

cinZticas de fefolipasas de 2epas crecidas en medie-lido y I'quido a 4 d’as de la

prueba.Las cepas mis tard’as (120h) pierden la producci—n del halo m&sado.

incluye como control negativoTaasahii
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Mo. levaduras/mi
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Crecimiento C.albicans
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=+ Medio sélido
-8 24h precultivo liguido
= 72h precultivo liquido

=+= 120h precultivo liquido

+ Control: T.asahii

Tiempa (h)

i:igura 9. Determinaci—n del crecimientdle cepasde C. albicans Esta grifica
muestra las cinZtica de crecimiento de las cepa8)(rtanto las que fueron crecidas
en medio s—Ilido, como en medio I'quido (24h,y2h20h de incubaci—n a 37v4C)
previamente Las lecturas se realizaran el espectrofot—metro (Densidad —ptica
600nm) HO HMH 3\’
UFC/mL). La prueba se realizada 24 tdurante 4 d’as (eje x), para ambos grupos.
Las cepas crecidas y activadas en medio s—Ilido (ASptuuiercrecimiento mayor,

comparfndolos con las cepas previamente crecidas en medio I'quido por diferentes

UHSUHVHQWD OD FDQWLGDG GH OHYI

tiempos. Se incluye como control negativd.asabhii.
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5.2.2Inducci—nde NETspor C. albicans

Se ha reportadque C.albicansinduce a la formaci—n de NETSs, sin embargo se
desconoce el mecanismo de dicha inducdR8} por lo que en este estudio se
analiz— la inducci—n de NETs p@lados cl’'nicos d€.albicansy su correlaci—n

con la actividad de fosfolipasas de dicha especi

Enla figura 10se muestrda prueba de inducci—n de NETsnpovida r C.
albicans.En el panel de la izquierda se muestra la fotograf'a correspondiente al
campo claro con el fin de demostrar la presencinedgr—filoslonde se mugtra en
campo claro la presencia de las cZlulas (26€utr—filos/campoy en el panel
adjunto se muestra la respectiva imagen de fluorescencia, utilizando el fluor—foro
impermeable a cZlulas vivas sytoxe€n, el cual permite la identificaci—n Bes
cZlulas NEToticas (color verdefomo control negativo se usarmeutr—filos no
estimulados y como control positivo, neutrte$ estimulados con PMA.
Adicionalmente, se incubaron neutr—filos con medio de cultivo I'daidoecimiento
de las cZlulas feengio@ SC 4%) y el sobrenadante @e albicans(4%) crecida a un
tiempo de 48h. La cuantificaci—n de la expansnuclear se incluye en undigaf
representativaen donde un desplazamiento hacia la derecha de la curva es indicativo
de cZlulas en proceso 8dETosis, puesto que corresponde a un aumento del frea
nuclear del neutr—filo 180Rn?), considerando que para un neutr—filo dicha frea
tiene un rango de 8000 RY. En esta grifica se observ— el desplazamiento hacia la
derecha de la curva correspondientsabrenadante d€.albicansa diferencia del

control negativo Adicionalmente,en esta grifica se incluye un contrfolsfolipasa

I %!



negativo de la cep@.asahiibajo lasmismas cadiciones. La figura 11muestra la
inducci—n de NETs por una cepaCdalbicanscrecida y activada tanto en medio
s—lido y I'quido a 48h a una MOI de 1:1p6r otra parte, tambiZse muestra la
discretainducci—n de NETs por la cepa confra@sahii crecida en las mismas
condiciones a 48h a una MOI de 1:100. Para amhzsscge incluyen las grificas de

cuantificaci—n de la expansi—n nuclear.

La figura 12 muestrka inducci—n de NETS por una cep& ddbicans(MOI
1:100) crecida en un medio I'quido por b2fle incubaci—se incluyen sus controles
positivo, negativo, el medio de cultivo @eecimiento de la cepa (TSC 4%)el
sobrenadante (4%). En esta misma figura se representa la imagen con la grifica de la

cuantificaci—n de la expansi—n nuclear.
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Figura 10. Inducci—n de NETs por factores secretados presentes en el sobrenadante de aisladGsatteicans Se observa la inducci—n de NETs en el sobrenadan
medio de crecimiento dé.albicans(A), reflejado en la grifica de la cuantificaci—n nuclear con cZlulas sytox Green con desviaci—n a la derecha a dempartrol-
negativo (B). Pobre o nuladucci—n de NETs por el sobrenadantd.dsahii (C) con un bajo porcentaje de cZlulas con desviaci—n a la derecha (D) en la gr:

cuantificaci—n de expansi—n nuclear. Controles positivos y negativos as’ como el medio de cultivo de crecimientpafBSEnis cepas son mostrados, con una alta y
o0 nula inducci—n de NETSs respectivamente. %’
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Figura 11. Inducci—n de NETs por aislados d€.albicans Se observa robusta inducci—n de NETs por cepasafitécanscon actividad alta de fosfolipasesecidas en medic
s—lido y I'quido a una MOI de 1:100 (A), lo que se refleja en la grifica de la cuantifivaciear con cZlulas sytox positivas con desviaci—n a la derecha para ambas conc
comparaci—n del control negativo (B). Pobre o nula inducci—n de NHTasphbii crecida en medio I'quido y s—lido a una MOI 1:100 (C) con un bajo porcentaje de cZlu

desvliaci—n a la derecha (D) en la grifica de cuantificaci—n de expansi—n nuclg/:;lr.
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Figura 12. Inducci—n de NETs por aislados de crecimiento tard’o dé.albicans Se observa robusta inducci—n de NETs por cefasltdecans ydel sobrenadante di
dicho aisladca una MOI de 1:100,con actividad alta de fosfolipasasecidas en medio I'quido por Q2 de incubaci—n a 37%4C (A), lo que se refleja en la grifice
cuantificaci—n nuclear con cZlulas sytox green positivas con desviaci—n a la derecha para el sobrenadante como paraplaraeipanadel control negativo (B) ((

Controles positivoy negativos as’ como el medio de cultivo de crecimiento (TSC4%) para ambas cepas son mostrados, con una alta y bdjecd-rulale NET
respectivamente.
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5.2.3 Demostraci—n de la presencia de grinulos I'ticos en los NETs promovidos por

C.albicaspor medio de nmunofluorescencia

La presencia de los grinulos I'ticos del neutr—filo en las trampas extracelulares fue
demostrada por inmunofluorescencia. Effidara 13 nautr—filos tratadoson C.albicans
fueron tratados con anticuerpadirigidos contra la mieloperoxidasa (Rojo) y la
calprotectina (Verde), los cualea condiciones no estimuladasateservan dispersos en la
cZlula sin embargo, despuZs del estmulo dicha localizaci—n cambia y ahora se observan
cerca del nceclecorrelacionada cola intensa colocalizaci—n de ambosgols. TambiZn
se utiliz— el colorante DAPI para te—ir el ncedeananera interesante, se observa la
pZrdida de la lobulaci—n nuclear normal en los grnulos no estimulados que da lugar a una
expansi—n nuclear correspondiente a la formaci—n de los NETsZkitas estimuladas
por C.albicans lo que fue similar a comparaci—n del control positivo (neutr—filos inducidos
con PMA). En esta figura tambiZn se muestra a un neutr—filo puesto en contacto con la cepa
control fosfolipasa negativd,. asahii,en don@ el neutr—filconserva sus grinulos en el
citoplasma y la forma lobulada de su ncecleo, similar a comparaci—n del control negativo,

los cuales son neutr—filos incubados con medio RPMistimulo.
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Figura 13. Ensayo de inmunofluorscencia de neutr—filos inducidos c@nalbicans (MOI

1:100) utilizando anticuerpos dirigidos contra la calprotectina (Verde) y mieloperoxidasa (
El Dapi fue utilizado para te—ir el ncecleo (Azul) y se observa la intensalizaltiean (Merge
de ambos grfnulos cerca del ncecleo expandido, a diferencia del control negativo (Nali
tratamiento). Neutr—filos inducidos dorasahiise observan en esta figura, mostrando el na
lobulado y menor colocalizaci—n de grinulosfereticia del control positivo (Neutr—file

inducidos con PMA).



5.3C. tropicalis

Para la realizaci—n de los siguientes ensagolgsdl20 cepas déandida spp se

utilizaronlas30 especiepreviamente identificadage C. tropicalis.

5.3.1 Producci—n deoEfolipasas

La figura 14muestra los resultados obtenidos de la actividad de fosfolipasas de las
cepas deC. tropicalisconbaseDO YDORU R 3tQGLFH 3] REVHUYIQGR\
muy alta dentro de esta espedi lafigura 15, se muestria producci—n de haloe
precipitaci—n observados de estos aislados en el agar con yema de huevo por acci—n de |e
fosfolipasas, los cuales fueroategorizadosomo halo translcecidwande y halo marcado,

siendo el mayor porcentaje (97%) para el primero.

En la figura 16se muestra la cinZtica de la actividad de fosfolipasas ('ndice Pz; eje
3\ GH ODYX. kdpBdld/previamente seleccionadas cbase a los resultados
anteriores. Las mediciones se llevaron a camta 24kdurante  GtDV HMH 3[° WDQ
aquellas crecidas y activadas en medio s—Ilido, como agegéssrecidas en un na&
I'quido por 24h, 72h y 120bomo se describe en la metodolo@e. observ—na actividad
similar de fosfolipasas a las 964Y: d’ajle la prueba para las cepas creciglasmedio
s—Ilido como en mediguido aun tiempo temprano (24h y 72, Isin embargola actividad
de fosfolipasa fue mayor en aquellas cepas crecidas en un Ilgedio de tiempo tard’o
(120h).Adicionalmentegen esta misma figura se muestramigenes representativgslos

4 d'as de la pruebgara todos los gruppsie 4 de estas cepas que produjeitzalos

! &#



trarsloecidogirandes, los cuales se mantuvieron estadodurante la prueba sin mostrar
ningeen cambidse incluye el control negativo a un aisladoTdasahiiel cual se conoce
previamente como no productor de estas enzimas, el cual fue probado en las mismas
condiciones que los aislados @andida En la figura 17 se muestra la cinZtica de
crecimiento de las cepa&. tropicalis obtenidos de la medici-artravZs de la densidad
—ptica. La medici—n es reflejf@B® PR OHYDGXUDV Pltambldn 46 Yéaliz4-O F X I
cada 24hSR U GtD V. Sd bbker¥fue a pesar de que el crecimiento de estas cepas

en los dos tipos de medio es heterogZneo, tomando un punto del tiempo como referencia
(72h), el crecimiento es mayor en las cepas crecidas en medio s—lido que para las crecidas

en medio I'quido



C.tropicalis

30/30= Muy alta pZ <0.69
(+++4+)

¥ 0/30= Alta pZ: 0.70-0.79
(+++)

0/30= Leve pZ: 0.80-0.89
(++)

% 0/30= Débil pz:0.90-0.99
(+)

L 0/30= Negativos (pZ:1)

Figura 14. Actividad de fosolipasas de cepade C. tropicalis Todas las cepas (n=30)
fueron activadas en medio s—lido (AS) y posteriormente fueron inoculadas en agar con
yema de huevo, donde se mida—-actividad de fosfolipasas cdra® al 'ndice PzLa

actividad de fosfolipasas fue muy alta para todas de las cepas (100%).
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C. tropicalis

29/30 = Halos
translicidos grandes

¥ 1/30= Hale muy marcado

Figura 15. Producci—n de halos parepasde C. tropicalis Se realiz— una categorizaci—n
de acuerdo a las formas peecipitaci—n de halos dentle esta especie durante lod’ds
de la preba de fosfolipasas, donde el%®de las cepas produjeron haloanslcecidos

grandes (A, B) y solo una cepa de las 30 produjo un halo muy marcado (A,C).
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Figura 16. CinZtica de producci—n de fosfolipasas @etropicalis En el inciso A de la
presente figuraes observa lacinZtica de laactividad de fsfolipasas de aislados d&
tropicalis que produjeronhalos transloecidograndesllevada a cabo con diferentes
tratamientos(cultivo y precultivo en medio s—Ilido yquido a 24h, 72h y 120 de
incubaci—n a 37}/4Con base al 'ndice Pz, se observ— &)@t tratamientade precultivo
tard’o en medio I'quido (120los 4 d’as) alcanza una mayor actividad queplesultives a
tiempostemprang en medio I'quido (24ty 72h y los activados en medio s—IliHo. el
inciso B se muestra una imagen represerdali® cepasjue produjeron halo transloecido
grande que fueron crecidas mediol’quido por24h,72h y 120h de incubaci—n a 37&C

los 4 d’as de la pruabmostrando el mismo halo de precipitaci—n durante el estudio.
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Figura 17. Determinaci—n del crecimiento de cepake C. tropicalis En esta figurase
muestrdas cinZtica de crecimiento de las cep@a€. tropicalis(n=8), tanto las que fueron
crecidas en medio s—liclamo en medio I'quido (24172hy 120h de incubaci—n a 37%C)
previamentelLas lecturas se realizar@m el espectrofot—metro (Densidad —ptica 600nm)
HO HMH 3\" UHSUHVHQWD OD FDQWL G DUWCGH). QeHpruela X U D V
se realiz—eada 24 hdurante 4 d’as (eje x), para ambos grupbas cepa<srecidas y
activadas en medio s—Ilido (AS) como en medio I'quido tuvieron un crecimiento
heterogZneosin embargo, tomando un punto del tiempo como referencia (72h), el
crecimiento es mayor en las cepas crecidas en medio s—lido que para las crecidas en medi

I'quido. Se incluye como control negativalaasabhii.
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5.3.2 Inducci—rde NETspor C. tropicalis

C. tropicalises uno de los principales hongos pertenecientes al grugaatimcans
gue en los celtimos a—os ha tenido relevancia chrseadesconoce sobre su interaci—n con
el sistema inmune as’ como su patogenicidad, por loequeste estudige analiz— la
capacidad de dicha especie para promover la inducci—n de NETs y su corcelada—

actividad de sus fosfolipasas.

En la figura 18se muestra la prueba de inducci—n de NETs promovid@. por
tropicalis. En el panel de la izquierda se muestra la fotograf'a correspondiente al campo
claro con el fin de demosir la presencia de cZlulag neutr—filos (2x1CP
Neutr—filos/campg@) en el panel adjunto se muestra la respectiva imagen de fluorescencia,
utilizando el fluor—foro impermeable a cZlulas vivas sytox Green, el cual permite la
identificaci—n de las cZlulas T¢Hicas (color verde). Como control negativo se usaron
neutr—filos no estimulados y como control positivo, neutr—filos estimulados con PMA.
Adicionalmente, se incubaron neutr—filos con medio de cultivo I'quido de crecimiento de
las cZlulas faengicas (TSC M$el sobrenadante d& tropicalis(4%) crecida a un tiempo
de 48h. La cuantificaci—n de la expansi—n nuclear se incluye en una grifica representativa
en donde un desplazamiento hacia la derecha de la curva es indicativo de cZlulas en proceso
de NETosis puesto que corresponde a un aumento del frea nuclear del neutr—filo
(>100Rn?), considerando que para un neutr—filo dicha frea tiene un rangd QR 8¢.

En esta grifica se observ— el desplazamiento hacia la derecha de la curva correspondiente a

sobrenadante de.tropicalisa diferencia del control negativo.
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La figura 19muestra la inducci—n de NETs por una cep@.uepicalis crecida y
activadh tanto en medio s—Ilido y I'quido a 48h a una MOI de lridOyendolas grificas

de cuantificaci—n de la expansi—n nuclear.

La figura 20muestra la inducci—n de NETSs por una cefatdgpicalis(MOI 1:100)
crecida en un medio I'gdo por 120h de incubaci—n, se incluyen sus controles positivo,
negativo, el medio de cultivo de crecimiento de la cepa (TSC 4%) y el sobrenadante (4%).
En esta misma figura se representa la imagen con la grifica de la cuantificaci—n de la

expansi—n nuclear
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Fig. 18 Inducci—n de NETSs por factores secretados en el sobrenadanteCdieopicalis Se
observa la inducci—n de NETSs en el sobrenadante del medio de crecimiritopiealis(A),
reflejado en la grifica de lauantificaci—n nuclear con desviaci—n a la derecha a comp.
del control negativo (B). Controles positivosnggativos as’ como el medio de cultivo
crecimiento (TSC 4%) para esta cepa son mostrados, con una alta y nula inducci—n

respectivamente.
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Figura 19. Inducci—n de NETs por aislados d€.tropicalis Se observa
robusta inducci—n de NETSs por cepa€.ttepicaliscrecidas en medio s—Ili
y I'quido a una MOI de 1:100 (A), lo que se refleja en la grifica d
cuantificaci—n nuclear con cZlulas sytox positivas con desviaci—n a la

para ambas condiciones a comparaci—n del control negativo (B).
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Figura 20. Inducci—n de NETs por aislados de crecimiento tard’o @&tropicalis Se observa robusta inducci—n de NETs por cefawrdeicalisy del sobrenadante de dich
aisladoa una MOI de 1:100con actividad alta de fosfolipasasecidas en medio I'quido pd20h de incubaci—n a 37%C (A), lo que se refleja en la grifica de la cuanti
nuclear con cZlulas sytox green positivas con desviaci—n a la derecha para el sobrenadante como para la cepa a coocgparalciegatieo (B)(C). Controles positisey
negativos as’ como el medio de cultivo de crecimiento (TSC 4%) para ambas cepas son mostrados, con una alta y lohject-rnldérNETSs respectivamente.
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5.3.3 Demostraci—n de la presencia de grinulos I'ticos en los NETs promovwsC.

tropicalis por medio de inmunofluorescencia.

La presencia de los grtnulos I'ticos del neutr—filo en las trampas extracelulares fue
demostrada por inmunofluorescendt la figura 21, neutr—filos tratados C. tropicalis,
fueron tratados con anticuerpos dirigidos contra la mieloperoxidasa (Rojo) y la
calprotectina (Verde), los cuales en condiciones no estimuladas se observan dispersos en la
cZlula, sin embargo, despuZs del estmulo dicha localizaci—n cambia y ahoeavs@ obs
cerca del ncecleo, correlacionada con la intensa colocalizaci—n de ambos grinulos. TambiZr
se utiliz— el colorante DAPI para te—ir el ncecleo, de manera interesante, se observa la
pZrdida de la lobulaci—n nuclear normal en los grinulos no estimuladies lggar a una
expansi—n nuclear correspondiente a la formaci—n de los NETs en los neutr—filos
estimulados porC. tropicalis, lo que fue similar a comparaci—n del control positivo
(neutr—filos inducidos con PMA). Estos resultados contrastan con el ocegativo, los
cuales son neutr—filos incubados con medio RPMI, sin estmulo, puesto que en estas cZlulas

el neutr—filgonserva sus grinulos en el citoplasma y la forma lobulada de su ncecleo.
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Mieloperoxidasa Ndcleo Merge
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Figura 21. Ensayo de inmunofluorscencia de neutr—filos inducidos cc
C.tropicalis (MOI 1:100) utilizando anticuerpos dirigidos contra la calprotec
(Verde) y mieloperoxidasa (Rojo). El Dapi fue utilizado para te—ir el noecleo (A:
se observa la colocalizaci—n (Merge) de grinulos como la calprotectina ce
ncecleo expandida, diferencia del control negativo (Naive o sin tratamiento).
muestra el control positivo, los cuales son neutr—filos inducidos coth PMA.
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5.4C. parapsilosis

De las 120 cepas dgandida spp fueron identificadas tavZs del API 20c AUX 30
aisladogde C. parapsiloss, las cualesueron utilizadas para la realizaci—n de los siguientes

ensayos.

5.4.1 Producci—n deoEfolipasas

En lafigura 22, semuestra los resultados obtenidos de la actividad de fosfolipasas
de las cepas d€. parapsilosisconbase DO YDORU R 3 dRe@&tridbsa®d 3
actividad heterogZnea dentro de estas des@&%,7%33% y 20% de actividachuy alta,
alta, keve y dZbilrespectivamente, mostrando adicionalmente, 13% de cepas sin
actividad de esta enzim®e forma interesante, observamos la formaci—n de diferentes
halos de precipitaci—n en el agam yema de huevo correlacionadala actividad de las
fosfolipasas deals cepas los cuales se muestran en la figura 23. Dichos halos fueron
catggorizados como halo transleecido grande y halo transigmige—oen diferentes

porcentajes

La figura 24 muestra la grificas de lasinZtica de la actividad de fosfolipasas
(ndice 3] H M Hle3d&s cepa€. parapsiloss previamente seleccionadas dmase a los
resultados anteriores. Las mediciones se llevaron aczatz24 durante GtDV HMH 3[°
tanto para aquellas crecidas y activadas en medio s—lido, como agpelasgecidas en
un medio I'quido por 24 72h y 120hcomo se describe en la metodolo@a. observ— una

actividad mayor de fosfolipasan las cepas de&€. parapsilosisde producci—n de halo

! )&



translcecidgrande crecidas en un medio de cultivo I'quido que aquellas crecidas en un
medio s—Ilido en los diferentes tiempos establecidos. Sin embargo, lasuegpasigcen

un halo translcecidpeque—0 mostraron una actividad similar de fosfolipasas para los
diferentes tratamientos a las 9@l la prueba4y: d’a)Adicionalmente,en eta misma

figura se muestranimigenes representativés los4 d’'as de la pruebgara todos los

grupo9 de 4de estas cepas que produjeron los 2 halos caracter@taostransloedo

grande y halo transloecigeque—o) en los 3 diferentes tiempale crecimiento en medio

I'quido, mostrando para ambas cepas la misma forma de producci—n de halo en el agar
durante la prueb&e incluye el control negativo a un aisladordasahiiel cual se conoce
previamente como no productor de estas enzimas, el cual fue probado en las mismas
condiciones que los aislados @andida En la figura 25se muestra la cinZtica de
crecimiento de las cep& parapsilosis obtenidos de la medici-afiravZs de la densidad
—ptica. La medici—n es reflejf@B PR OHYDGXUDV P/tambiiidé YéalidO F X I
cada 24 durante GtDV H.MEH imtgfesante mencionar que en las cefm€.
parapsilosisproductoras de halos translcecigoande y pege—oas’ como en el control
negativo se observa que el crecimiento es mayor en las cepas crecidas en medio s—Iido que

para las crecidas en medio I'quido



C. parapsilosis

8/30= Muy alta pZ <0.69
(++++)

13%

27% W 2/30= Alta pZ: 0.70-0.79
(+++)
10/30= Leve pZ: 0.80-0.89
(++)

* % 6/30= Débil pZ:0.90-0.99
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33% 4/30= Negativos (pZ:1)

Figura 22. Actividad de fosolipasas de cepade C. parapsilosisTodas las cepge=30)

fueron activadas en medio s—lido (AS) y posteriormente fueron inoculadas en agar con
yema de huevo, donde se mith-actividad de fosfolipasas ctas al 'ndice PzMuy alta,

alta, leve, dZbil o negativha actividad entre las cepas fue hetermgy presentando as’ el
porcentaje mis alto (33%) una actividad leve, seguida de una actividad muy alta (27%),
actividad dZbil (20%) y un porcentaje bajo con una actividad muy alta (7%). El 13% de las

cepas fue negativa a la prueba.
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4 16/30= Halos
translucidos pequefios
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translucidos grandes

. 4/30 = Negativos

Figura 23. Producci—n de halos porcepas de C. parapsilosis Se realiz— una
categorizaci—n de acuerdo a las formas de precipitaci—n de hatogalesta especie
durante los 4'as de la preba de fosfolipasas, donde ePb@e lascems produjeron halos
translcecidopeque—os o0 de actividad ba{A,B), 37% halos translcecidgeandes o de

actividad alta (A,Cy un 4% fue negativo a la prueba (A,D
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Figura 24. CinZtica de producci—n de fosfolipasas @e parapsilosisEn los incisoA y

Halo translicidos
pequefio

B, se muestra la cinZticke esas cepas con halos translcecjsersue—o (mayor actividad) y
grande (menor actividad) respectivamente. Para las cepas cotréwadb®cidogrands, la

actividad de fosfolipasas es mayor en cepas crecidas en medio I'quido que en medio s—lido,
mientras que para las cepas con halos peque—os altamzesma actividad de fosfolipasas

a los 4 das para todos los tratamient&s el inciso C se muestrauna imagen
representativa de cepaseagprodujeron halo transloecglandey halo transparente peque—o

que fueron crecidas (n38tanto en medio s—Ilido I'quido por 24h, 72h y 120h de

incubaci—n a 37%Ca producci—n de halos se mantiene para ambos idratzsn



>N

Crecimiento C.parapsilosis (halo grande)

5.0%10%7 4
r 4,0%10°7 - ‘/1 —— Nedio sdlido
E o - 24h precultivo liquido
@ 30%1074 —+— 72h precultivo liquido
=
B 2ox10074 —»— 120rs. precultivo liguido
L ,
1.0x10%7 4
+— Control: T.asahii
o T T T 1
0 24 48 72 86

Tiempo (h)

Crecimiento C.parapsifosis (halo pequefio)
5.0%10%79
401007 == Medio sdhd.o .
E » —® 24h precultivo liquido
g 3.0%10°7 4 ] == T72h precultivo liquido
E . 7 === 120rs. precultivoliguido
B 2.0x10%74
=]
Z 1010774 B
+- Confrol: T.asahii
04 T T T u
] 24 48 72 96

Tiempa (h)

Figura 25. Determinaci—n del crecimiento de cepate C. parapsilosis Esta grifica
muestra las cinZtica de crecimiento de las cgpagrodujeron un halo transloecigiande

y peque—o (A y B respectivamente) las cuales fueron cre@dasedio s—Ilido, como en
medio I'quido (24h,72h,y 120h deincubaci—n a 37%C) previameb#s. lecturas se
realizaronen el espectrofot—metro (Densidad —ptica 600d®) H Mrdprédénta la
cantidad de levaduras por mL (1OD= 3X10FC/mL). La prueba se realizzada 24 h
durante 4 d’as (eje x), para ambos grudass cepas crecidas y activadas en medio s—lido
(AS) de halo grande y peque—o, tuvieron un crecimiento mayor, compbrgrabn las
cepas previamente crecidas en medio I'quido por diferentes tier8pomcluye como

control negativo & .asabhii



5.4.2 Inducci—ule NETspor C. parapsilosis

Actualmente C. parapsilosises otro de los hongos oportunistqse por su
caracter’'stica de ser resistente a los antifeengool®s celtimos a—os ha tenido relevancia
cl'nicay se desconoce sobre su interaci—n con el sistema irprinogalmente con los
neutr—filospor lo queen este estudise analiz— la capacidad de dicha especie para

promover la inducci—n de NETSs y su correlaci—n con la actividad de sus fosfolipasas.

La figura 26 muestra laprueba deinducci—n de NETs por una cepaQle
parapsilosisde activdad mayor déosfolipasas o halo translcecgtande En el panel de la
izquierda se muestra la fotograf’a correspondiente al campo claro con el fin de demostrar la
presencia de cZlulas neutr—filoslonde se muestra en campo claro la presencia de las
cZlubs (2x16 Neutr—filos/campg)en el panel adjunto se muestra la respectiva imagen de
fluorescencia, utilizando el fluor—foro impermeable a cZlulas vivas sytox Green, el cual
permite la identificaci—n de las cZlulas NEToticas (color verde). Como cogatvmese
usaron neutr—filos no estimulados y como control positivo, neutr—filos estimulados con
PMA. Adicionalmente, se incubaron neutr—filos con medio de cultivo I'quido de
crecimiento de las cZlulas faengicas (TSC 4%) y el sobrenadafite adeicans (4%)
crecida a un tiempo de 48h. La cuantificaci—n de la expansi—n nuclear se incluye en una
grifica representativa, en donde un desplazamiento hacia la derecha de la curva es
indicativo de cZlulas en proceso de NETosis, puesto que corresponde a un auidesto de
nuclear del neutr—filo ¥80Rn?), considerando que para un neutr—filo dicha frea tiene un
rango de 8AL00 R En esta grifica se obseruna robusta inducci—n de NETSs, con

cZlulas sytox positivas con desviaci—n a la derecha por parte dedeeciefsaen ambas



condiciones y de su sobrenadante, lo contrario a comparaci—n del control negdtivo y de
medio de crecimiento (TSA 4%). Ha figura 27se muestrda robusta inducci—n de NETs

por una cepa d€. parapsilosis(MOI 1:100) de actividad menay productora de halo
translcecidpeque—o y de su sobrenadante, crecida tanto en un medio s—Ilido como en un
medio I'quido por 72h de incubaci—n, la cual se representa con la grifica de la
cuantificaci—n de la expansi—n nuclear con cZlulas sytox greeaspositidesviaci—n a la
derecha para ambos tratamientos a diferencia del control negativo y al medio de cultivo de

crecimiento (TSA 4%).

En la figura 28 s analiz— la inducci—n de NETs por una cefa jpi@rapsilosis
negativa a la preba de fosfolipasas crecida en medio s—Iido, la cual muestra nula inducci—n
de NETs, as’ como se refleja en la grifica de cuantificaci—n de la expansi—n nuclear lo

contrario a comparaci—n de una cepa. garapsilosisde actividad mayor de fosfolipasas.
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Figura 26. Inducci—n de NETSs por aislados de. parapsilosiscon actividad mayor de fosfolipasas o producci—n de hatarislcecidogrande y factores secretados en e
medio. Se observa robusta inducci—n de NETSs por cepgasrdpicaliscon actividad mayor de fosfolipasa®cidas en medio s—lido y I'qui@ una MOI de 1:100 , as’ com
de su sobrenadante (A), lo que se refleja en la grifica de la cuantiicacclear con cZlulas sytoregr positivas con desviaci—n a la derecha para ambas condicic
contrario a comparaci—n del control negativo meglio de crecimiento de la cepa (TSC 4%), incisos By C.
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Figura 27. Inducci—n de NETSs por aislados de. parapsilosiscon actividad menor de fosfolipasas producci—n de halo transloecidmeque—o y factores secretados en ¢

medio. Se observa robusta inducci—n de NETs por cepgasrdpicaliscon actividad menor de fosfolipasa®cidas en medio s—lido y I'quido a una MOI de 1:100 , as’ con

su sobrenadante (A), lo que se refleja en la grifica de la cuantificaci—n nuclear con cZlulas sytox green positiies-canalisuderecha para ambas condiciones, lo contr.
comparaci—n del control negativo y el medio de crecimiento de la cepa (TSC 4%), incisos By C.
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Figura 28. Inducci—n de NETs por un aislado d€.parapsilosisnegativo a la prueba de
fosfolipasas Se observanula inducci—n de NETSs por una cep&dmrapsilosisnegativa a
fosfolipasascrecida en medio s—Ilido a una MOI de 1:100, lo contrario ocurrido a CORHJE
de una cepa d€. parapsilosiscon actividad alta de fosfolipasas crecida en las mis
condiciones (A), lo que se refleja en la grifica de la cuantificacieleanncon pocas cZlule
sytox geen positivas con desviaci—n a la derecha similar a campardel control negativ

B).
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5.4.3 Demostraci—n de la presencia de grinulos I'ticos en los NETs promovidos @or

parapsilosispor medio de inmunofluorescencia

La presencia de los grinulos I'ticos del neutr—filo en las trampas extracelulares fue
demostrada por inmunofluorescencia. En la figura 29, neutr—tfdtedos con C.
parapsilosisde actividad alta yegativa de fosfolipasafueron tratados con anticuerpos
dirigidos contra la mieloperoxidasa (Rojo) y la calprotectina (Verde), los cuales en
condiciones no estimuladas se observan dispersos en la cZlula, sin embargo, despuZs del
est'mulo dicha localizaein cambia y ahora se observan cerca del ncecleo, correlacionada
con la intensa colocalizaci—n de ambos grinulos. TambiZn se utiliz— el colorante DAPI para
te—ir el ncecleo y de manera interesante, se observa la pZrdida de la lobulaci—n nucleat
normal en losgrinulos no estimulados que da lugar a una expansi—n nuclear
correspondiente a la formaci—n de los NETs en la cZlulas estimula@apa@psilosis
con actividad alta de fosfolipgskp que fue similar a comparaci—n del control positivo
(neutr—filos indidos con PMA). En esta figura tambiZn se muestra a un neutr—filo puesto
en contacto con la cepa @e parapsilosisfosfolipasa negativo €y, en donde el neutr—filo
conserva sus grinulos en el citoplasma y la forma lobulada de su ncecleo, similar a
comparai—n del control negativo, los cuales son neutr—filos incubados con medio RPMI,

sin est'mulo.
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Figura 29. Ensayo de inmunofluorscencia de neutr—filos inducidpsr aislados deC.
parapsilosis Se utilizaronaisladosde C.parapsiloss fosfolipasa positivo y otra cepa
fosfolipasa negativo (MOI 1:100) utilizando anticuerpos dirigidos contra la calprotectina
(Verde) y mieloperoxidasa (Rojo). El DAPI fue utilizado para te—ir el noecleo (Azul) y se
observa la colocalizaci—rMgrge) de grinulos como la calprotectina cerca del ncecleo
expandido en la cepa con actividad de fosfolipasas, a diferencia de la cepa fosfolipasa
negativo, donde el neutr—filo conserva su forma lobulada del ncecleo sin una intensa
colocalizaci—n de los gufos. Se muestran el control positivo, los cuales son neutr—filos
inducidos con PMA y el control negativo (Naive o sin tratamiento).



5.5C. glabrata

De las 120 cepas d€andida spp se utilizaron las30 especiespreviamente

identificadagle C. glabratapara la realizaci—n de los siguientes ensayos.

5.5.1 Producci—n deoEfolipasas

Los resultados obtenidos dedetividad de fosfolipasas de las cepasdglabrata
se muestran en figura 30 donde corbase alYDORU R 3 t{Q@ecdbfavd ] mayor
porcentaje (97%) de una actividad alta dentro de estdigyura 31, muestrda producci—n
de halosde precipitaci—n en el agar con yema de huevo por acci—n de las fosfolipasas
observados de estos aisladBschos halos fueron categorizados como halo translcecido

grandey halo translceecido pequermstrado en mayor porcentgjara el primero.

En la figura 32 se muestta cinZtica de actividad de fosfolipagasdice Pz; eje
3\ GH ODXY. glEkgaa\previamate seleccionadas cobase a los resultados
anteriores. Las mediciones se llevaron a cuta 2% durante GtDV HMH 3[° WDQ
aquellas crecidas y activadas en medio s—Ilido, como agegéssrecidas en un na&
I'quido por 24, 72h y 12(h comose describe en la metodolog’a. Se observ— una actividad
similar de fosfolipasas para los eliéntes tratamientos a las 9é& la prueba4ls d’a)
Adicionalmente en esta misma figura se muestramigenes representativés los4 d'as
de la pruebaparatodos los grupgsde 4de estas cepas que produjerbalostranslcecidos
grandesen los 3 diferentes tiempate crecimiento en medio I'quido, observindose la
conservaci—n de la forma del halo de precipitaci—n en el agar durante el estudio. Se incluye

el cortrol negativo a un aislado de. asahii el cual se conoce previamente como no
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productor de estas enzimas, el cual fue probado en las mismas condiciones que los aislados
de Candida En lafigura 33 semuestra la cinZtica de crecimiento de las c€baglabrata,

obtenidos de la medici—n a travZs de la densidad. -@tioadici—n es reflejadamo
OHYDGXUDV P/ | thMdh se reliz—F ¥add 2irante GtDV  HM$ 3[°
interesante mencionar que en las cepas as’ como en el control negathsersa gue el
crecimiento es mayor en las cepas crecidas en medio s—Ilido que para las crecidas en medic

I'quido.

C. glabrata

3%
"N 29/30= Muy alta pZ <0.69

(++++)

¥ 0/30= Alta pZ: 0.70-0.79
(+++)

‘ 0/30= Leve pZ: 0.80-0.89
(+4)

% 1/30= Débil pz:0.90-0.99
(+)

0/30= Negativos (pZ:1)

97%

Figura 30. Actividad de fosolipasas de cepade C. glabrata Todas las cepas (n=30)
fueron activadas en medio s—lido (AS)ogteriormente fueron inoculadas en agar con
yema de huevo, donde se mith-actividad de fosfolipasas ctas al 'ndice PzMuy alta,

alta, leve, dZbil o negativd.a actividad de fosfolipasas fue muy alta para la mayor'a de las

cepas (97%), solo comB% (1 cepa de 30) mostrando actividad dZbil.
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C. glabrata

29/30 = Halos
translicidos grandes

¥ 1/30= Halos transltcidos
pequefos

Figura 31. Producci—n de halos parepasde C. glabrata Se realiz— una categorizaci—n
de acuerdo a las formas de precipitaci—n de halos dentro de esta especilos Grads
de la preba de fosfolipasas, donde el%®de las cepas produjeron haloanslcecidos

grandes (A, B) y solo una cepa de38sprodujo un halo translcecigeque—o (A,C).



>N

Pz C.glabrata

0.2 -+ NMediosdlido
-&= 24h precultivo liguido
0.4 —— T2h precultivo liquido

=== 120rs. preculivo liguido

=+ Control: T.asahii

Actividad de fosfolipasas (Pz)

Tiempo (h)

ON

| Cultive en medio sélido J | Pre-cultivo en medio liguido

|

Figura 32. CinZtica de producci—n de fosfolipasas Geglabrata La figura en el inciso

A muestra la actividad de fosfolipasas en base al 'ndice Pz, en donde se observa que todos
los grupos de tratamiento (crecimiento en medio I'quido o s—Ilido) ackEnzaisma
actividad a las 96kle la pruebaEn el incisoB se muestra una imagen representativa de
cepas que produjeron halo transparente grande cremdagdios—Ilido yquido por24h,

72hy 120h de incubaci—n a 37&40s 4 d’as de la prueba. La producci—naties lse
mantiene para ambos tratamientos (medio s—Iido o I'qluda)te el estudidse incluye

como control negativo &. asahit



Crecimiento C.glabrala

== NMedio sdlido

=& 24h precultivo liquido
= 72h precultivo liquido
=~ 120rs. preculivo liguido

Mo. levadurasimi|

+= Confrol: T.asahii

Tiempao (h)

Figura 33. Determinaci—n del crecimiento de cepae C. glabrata En esta figurase
observdas cinZtica de crecimiento de las cepa€. glabrata(n=8), tanto las que fueron
crecidas en medio s—liclmmo en medio I'quido (24/2hy 120h de incubaci—n a 37%C)
previamenteLas lecturas se realizarem el espectrofot—metro (Densidad —pticar§00

HO HMH 3\" UHSUHVHQWD OD FDQWL G DUWCGH). QeHprueta X U D V
se realiz—eada 24 durante 4 d'as (eje x), para ambos grupos. Las cepas crecidas y
activadas en medio s—lido (AS) tuvieron un crecimiento mayor, comparfndolos con la

cepas previamente crecidas en medio I'quido por diferentes tiempos. Se incluye como

control negativo &. asabhii.
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5.5.2 Inducci—nde NETspor C. glabrata

C. glabrataal igual queC. tropicalisy C. parapsilosissonhongosno C. albicans
con una actuatelevancia cl'nicay que poco se sabsobre sunteraci—n con el sistema
inmune y patogenicidagbor lo queen este estudise analiz— la capacidad de dicha especie
para promover la inducci—n de NETSs y su correlaci—n con la actividad de sus fosfolipasas.
En la figura 34 se muestra la pruebardiicci—n de NET®r C. glabrata En el panel de
la izquierda se muestra la fotafja correspondiente al campo claro con el fin de demostrar
la presencia de cZlulgsneutr—filoslonde se muestra en campo claro la presencia de las
cZlulas (2x1®Neutr—filos/campg)en el panel adjunto se muestra la respectiva imagen de
fluorescenciautilizando el fluor—foro impermeable a cZlulas vivas sytox Green, el cual
permite la identificaci—n de las cZlulas NEToticas (color verde). Como control negativo se
usaron neutr—filos no estimulados y como control positivo, neutr—filos estimulados con
PMA. Adicionalmente, se incubaron neutr—filos con medio de cultivo I'quido de
crecimiento de las cZlulas feengicas (TSC 4%) y el sobrenadafte glabrata (4%)
crecida a un tiempo de 48h. La cuantificaci—n de la expansi—n nuclear se incluye en una
grifica r@resentativa, en donde un desplazamiento hacia la derecha de la curva es
indicativo de cZlulas en proceso de NETosis, puesto que corresponde a un aumento del frea
nuclear del neutr—filo ¥80Rn?), considerando que para un neutr—filo dicha frea tiene un
rango de 80100 R. De manera interesante se observ— que el sobrenad@rgtabiata
no promovi— la inducci—n de NETs, mostrando as’ la curva en la grifica de expansi—n

nuclear, sin desplazamiento hacia la derecha.



La figura 35muestra lainducci—n de NETs por cepasQlgylabrataa una MDI de
1:100 crecidas a 37%C durattd de incubaci—n en medio s—lido y medio I'qbelo.
observ— queC. glabrata no promovi— la inducci—n de NETs lo contrario al control

positivo. En esta figura se ilngen las grificas de cuantificaci—n de la expansi—n nuclear.
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Fig. 34 Ensayo de Inducci—n de NETs por factores secretados en el sobrenadante
C.glabrata. Se observa una nula inducci—n de NETs en el sobrenadante del m:
crecimiento deC. glabrata(A), reflejado en la grifica de la cuantificaci—n nuclear
cZlulas sytox green positivas sin desviaci—n a la derecha a comparaci—n de
positivo, mostrando una respuesta similar al control negativo as’ como como el me

cultivo de crecimento (TSC 4%) (B).
|
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Fig. 35Ensayo de Inducci—n de NETs por aislados Geglabrata Se observa una pobre
nula inducci—n de NETs por cepagdglabrata(MOI 1:100) crecidas en medio s—Iidc
I'quido por 48h de incubaci—n (A), reflejado en la grifica de la cuantificaci—n ol
cZlulas sytox green positivas sin desviaci—n a la derecha a comparaci—n del contro
mostrando una respuesta similar al control negativo (B).
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5.5.3Demostraci—n de la presencia de grinulos I'ticos en los NETs promovidos @or

glabratapor medio de inmunofluorescencia

Se demostr— la nula inducci—n de NETE.mabrataa travZs de la presencia de
los grinulos I'ticos del neutr—filo por medio de inmunofluorescencia. En la figura 13,
neutr—filos tratadason C. glabrata, fueron tratados con anticuerpos dirigidos contra la
mieloperoxidasa (Rojo) y la calprotectina (Verde), los cuales en condiciones no estimuladas
se observan dispersos en la cZlula, sin embargo, despuZs del estmulo estos grinulos se
mantienen dicha localizaci—n a diferencia del control positivo (neutr—filos inducidos con
PMA) donde estos grinulos ahora se observan cerca del ncecleo, correlacionada con la
intensa colocalizaci—n de estos. TambiZn se utiliz— el colorante DAPI para teei,g} ncecl
de manera interesante, se observa que las cZlulas conservan la forma lobulada de su nceclec
similar a comparaci—n del control negativo, los cuales son neutr—filos incubados con medio
RPMI, sin est'mulo y a diferencia del control positivo, el cual stracen las cZlulas la
pZrdida de la lobulaci—n nuclear normal que da lugar a una expansi—n nuclear

correspondiente a la formaci—n de los NETSs.
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Figura 36. Ensayo de inmunofluorscencia de neutr—filos inducidp®r aislados de
C.glabrata Se utiliz— una cepeon actividad alta ddosfolipasa (MOI 1:100) vy
anticuerpos dirigidos contra la calprotectina (Verde) y mieloperoxidasa (Rojo). El
fue utilizado para te—ir el ncecleo (Azul) y se observa al igual que eblcoagativo,
donde el neutr—filo conserva su forma lobulada del ncecleo sin una intensa coloc
de los grinulos (Merge). Se muestran el control positivo, los cuales son neult
inducidos con PMA.



CAPETULO 6

DISCUSIIN

La inducci—n de NETs por pat—genos feengicosGamdaa albicansha sido
descrita recientemen{@0], sin embargo los mecanismos de esta inducci—n no han sido
esclarecidosEn el presente trabajo se estudi— el rol de las fosfolipasas feengicas de especies
de Candida como posibles inductores de NETs y se encontr— que, sin descartar otros
factores, las fosfolipasas tienen participaci—n importante en este proceso en algunas

especies d€andidamientras que otras tienen diferentes respuesta a esta inducci—n.

Para el cumplimiento del presente estudio, se realiz— en primera instancia la
identificaci—n fenot’pica de las especie€a@edidg mediante los ensayos de filamentaci—n
y clamidosporas, pruebas presuntivasCaadida albicansdebido a las caractsticas que
posee en particular y que la distingue de otras especies de formar tubos germinales en suero
y clamidosporas en agar con sustratos bajos en carbohidratos mis tensoactivos, son pruebas
esenciales como primer paso, sin embargo, es importante #eganfirmar las pruebas
positivas a las ya mencionadas, puesto que dichas pruebas no distingu€nadiritansy
C.dubliniensis ya que esta celtima tiene de igual forma, la capacidad de formar tubos
germinales y adicionalmente era necesario la ideatiii—n de otras especieCralbicans
lo cual estas pruebas no lo permiten. Por lo que fue necesario corroborar esta identificaci—n
por otro mZtodo. Se utiliz— el sistema biogu'mico API 20C AUX, el cual estf basado en la
asimilaci—n diferencial de carlmbatos y ha demostrado ser uno de los mZtodos mis

eficientes en la identificaci—n de especieSatalidajunto con las pruebas morfol—gicas
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[52-54]. Mediante esta tZcnica, se logr— identificar las especies de relevancia cl’'nica como
lo es C. albicans C. tropicalis, C. parapsilosisy C. glabrata, con un porcentaje de
especificidad de la prueba arriba del 95% para cada una, adicionalmente a que la frecuencia
de variaci—n en el perfil metab—Ilico de dichas cepas fue muy bajo. En cuanto a nuestros
resultados.el sistema API20C AUX demostr— ser eficiente en la identificaci—n de las
especies d€andida spp lo que va acorde con reportes de identificaci—n de levaduras por

dicho sistema a comparaci—n de ¢52s

Debido a que la producci—n de fosfolipasamesde los mecanismos asociados a la
virulencia deCandidg y que ademis, el estudio de estas son de utilidad para comprender
los mecanismos de la enfermedad, algunos estudios han centrado su atenci—n en analizar lo:
procesos por lo que estas prote’nas contribuyen a dicha virulencia, puesto que pueden
influir tanto en el Zxito de la infecci—n as’ como en la respuesta inmun@b5-§icda En
nuestro primer ensayo de actividad de fosfolipasas, llevado a cabo en agar yema de huevo,
encontramos que con base en el 'ndice Pz, las especies estudiadas presentareal en gene
una actividad muy alta (Pz <0.69), mostrando as’ que no sola@antida albicangposee
este nivel de actividad, sino que otras@albicans comoC. tropicalis, C.glabratay
aunque en menor porcentaje parapsilosistambiZn tienen la capacidad pieducir una
actividad muy alta de estas enzimas. Lo contrario se ha reportado en otros trabajos en
donde las cepas aisladas de diversos origenes (cavidad oral, vaginal y aislados cl’nicos de
sangre) muestran un menor porcentaje de producci—n de dstas enzlas n€.albicans
e incluso para interZs del presente estudio, se ha reportado que las cepas aisladas de est:
celtima fuente tienen un menor porcentaje de actividad, lo cual pudiera ser debido a la falta
de homogeneidad en el ncemero de cepas dewdestras obtenidas de las diferentes
regiones o en la falta de la identificaci—n precisa de las egpac&360].
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Por otra parte encontramos que cada especie mostr— diferentes halos (patrones de
precipitaci—n) correspondientes a su actividad de corte de las fosfolipasas presentes en el
medio, por lo cual realizamos una categorizaci—n en base a las caracter’ sticsmalel
En lo que respecta a los aisladosQlalbicans mostraron mayor heterogeneidad en la
forma de halo, presentando dos tipos en mayor porcentaje dentro de estos, halos marcados
(60%) y doble halos (24%). Mientras que@nparapsilosipresentaron hak transloecidos
de diferentes tama—o0s, grandes o0 peque—os, lo cual estaba correlacionado a su actividad por
medio del 'ndice Pz. Con lo que respecta a las celtim@s abicans C. glabratay C.
tropicalis para ambas el 97% present— un halo translcecidmyte tama—o. Estos
resultados nos indican que posiblemente la producci—n de diferentes halos entre las cepas
pudiera estar correlacionado con el tipo de fosfolipasas que secreten con el corte del
sustrato en el medioTrabajos realizados para la cuactiti—n de la actividad de
fosfolipasas en cepas @andida utilizando el mismo mZtodo de agar con yema de huevo
solose limitan en describir el nivel de actividad de dichas enzismagmbargpno se ha
reportado diferencias en los patrones de activaagregitaci—n del halo tampoco se
han correlacionado cota cantidadde producci—n de fosfolipasas. En este trabajo,
determinamos quel éndice Pz solo permite evaluar de manera serguantitativa la
actividad de producci— ths fosfolipasas por Bbngo,sin embargo, no categoriza entre
distintos patrones de precipitaci—n del sustrato que forma el halo en elloneudtd ser'a
de interZs investigar, ya que estos diferentes tipos de fosfolipasas, si este fuera el caso,
pudieran tener alguna influela en la patogenia del hongo e inducir diferentes respuestas
inmunol—gica33]. Como control negativo para la producci—n de fosfolipasas incluimos

una cepa deT. asahij ya que anteriormente se hab’a reportado a Zste hongo con actividad



de fosfolipasa ula, dicha observaci—n fue confirmada por nuestros experimentos ya que no

obtuvimos ningun halo de precipitaci—n en el agar con yema dd éiljevo

La cinZtica de producci—n de las fosfolipasas en las espe@esdidaes otro
aspecto que se evalu— Ekpresente estudieel cual de manera sorprendente no ha sido
analizado anteriormente. Para estudiar si el medio de crecimiento podra influir en la
secreci—n de las fosfolipasas crecimos las cepas en mediopsfalida activaci—n y
crecimiento previo da prueba,as’ como un preultivo en medio Quido a diferentes
tiempos de incubaci—momparando cultivos ddiempo de crecimientotemprano,
intermedio y tard’os. Adicionalmente, esto nos perntiiterminar los puntos cr’ticos de su
secreci—n paposteiormente analizar su posible asociaci—n con la inducci-NBTde
durante estas faseSe analiz— la cinZtica de crecimiento para cada cepa, y se essableci—

la producci—n de fosfolipasas era dependiente de este factor.

En este trabaj@encontramos qutas cepagle C. albicansensayadasnantuvieronde
manera uniformdas formas de halos de precipitaci—n en el medio (halo muy marcado y
doble halo),sin importar el medio de crecimiento utilizado para su activa@—hdo—
I’quido) en tiempos tempranos (24h) e intermedic2h), sin embargdas cepas crecidas
en medio luido a tiempstard’os(120h), pierden el halo marcado durante los 4 d’as de la
prueba mostrando solo un halo menos acentuado en la precipitaci—n (halo trapsparent
Debido a que no hay reportes acerca de las formas de halos que pudieran presentar las
diferentes especies deandida, dicho cambiopudiera ser producto dalgcentipo de
fosfolipasa o fosfolipasgsroducidasde manera tard’a en un cultivo viejo, pomleeser’a
interesante ehnalizar a detalle el tipo de estas enzimas producidas en estas cepas como ya
se hab’a discutido anteriormente. Por otro lado, los resultados de la cinZtica de actividad de



fosfolipasas par€. albicansde cultivo tard’o en mediaquido, muestra una actividad de
fosfolipasas retardadaicifndoa partir de las 48h a 72h, sin embarngteresantementa

las 96h las cepasalcanza una actividad similar a las deesto de los cultivos en medio
I'quido —s—Ilido, por lo quei se reaka una correlaci—n en cuanto a la c’netica de
crecimiento de estas mismas, la producci—n de fosfolipasas es independiente del
crecimiento. Otro punto importante que arrojaron estos datos es que tomando en cuenta que
el crecimiento de estas cepas en medidido es mayolos resultados sugieren que al
menos por levadurdas cepas crecidas en este medio, producen menos fosfolipasas que |

cepas crecidas en un mediguido.

Para las cepas d@. tropicalis durante la cinZtica de actividad de fosfolipasas,
conservaron el mismo halo de precipitaci—n tanto en medio s—lido como medio I'quido en
los tiempos de estudio, sin embargo, a diferencia de las otras espeCimsddiy estos
aislados crecidos en un tdie I'quido a tiempo tard’o (120h) tienen una actividad mayor de
fosfolipasas que las cepas crecidas en medio s—lido o I'quido a tiempos de 24h y 72h, lo
cual se refleja haciendo una correlaci—n con las cinZticas de crecimiento de estas cepas, ¢

pesar de ge dicho crecimiento es mas variable que las demis especies.

Al igual que C. tropicalisy C. glabrata el halo de precipitaci—n de la actividad de
fosfolipasas de las cepas@eparapsilosise mantiene para ambos tratamientos de cultivo.
La cinZtica deactividad de fosfolipasas de. parapsilosisde menor actividad o halo
peque—0 muestra una respuesta similar a la observad& palisicansy C. glabrata en
donde independientemente del-ptdtivo en medio I'quido o s—Iido a diferentes tiempos,
las cgpas alcanzan una actividad similar de esta enzima a los 4 d’as de la prueba, por lo que

de nuevo, se afirma que el crecimiento no es un factor determinante en dicha actividad y
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correlacionado de nuevo con la cinZtica de crecimiento de Zstas especiescelicsa
crecidas en medio I'quido a los diferentes tiempos de incubaci—n, son mas productoras de
fosfolipasas que aquellas crecidas en un medio s—lido. Finalmente, estos resultados se
reafirman para los aislados @ parapsilosisde mayor actividad o dealo grande, en

donde, las cepas crecidas en un medio I'quido, muestran una actividad mits alta que las
cepas crecidas en un medio I'quido, por lo que asociando con la cinZtica de crecimiento,
estas celtimas producen el doble de fosfolipasas que las priGwrasdos estos resultados

hasta el momento, nos sugiere gidratamiento en un cultivo I'quido de las cepas de
Candida spppromuevecambios metab—Iicos que regula actividad de fosfolipasas. Es
importante de mencionar que no hay algcen reporteaabeta evaluaci—n de la c’'netica de

producci—n de fosfolipasasGandidaspp

Uno de los mecanismos de defersapleados pdos neutr—filos frente a pat—genos
de importancia cl'nica com@andida albicanses la formaci—n de trampas extracelulares
de neutr—filos (NETS), los cuales son efectalopromover la muerte del hongein
embargo los factoretmnto foengicos como celulares implicados en la induca-égithas
trampas son desconocidos hasta el meme&e ha documentado qadgunas fosfolipasas
de pat—genos entre las que se encudati@sfolipasa A citoplasmitica ya fosfolipasa B
por la v’a de se—alamiento del fcido araquid—swicacapaces dactivar directamente a la
prote’n kinasa C, siendesta celtimano de los principales mediadores implicadodaen
formaci—n de NET44, 45, 62].Para determinar si las fosfolipasas faengicas tienen una
papel en la producci—n de los NETs investigalmosapacidad delgunascepas de

Candidapara inducilastrampas extracelulares de neutr—filos.



En nuestros resultados observamos que cep@s aicanscon actividad muy alta de
fosfolipasas, independientemente del crecimiento de Zstas en diferentes medios (I'quido y
s—Ilido) as’ como el sobrenadante deliongel cultivo de crecimiento del hongo, indujeron
una robusta formaci—n de NETS, la inducci—n de trampas fue independiente al tiempo de
pre activaci—n de las cepas (48h o 120h), lo cual se refleja en las grificas de cuantificaci—r
de la expansi—n nuclefig.(8-10), que van desde un 30% a un 45% de las cZlulas con un
trea nuclear mayor a 82 expuestas al sobrenadante, de un 30% a un 50% para las cepas
de 48h de crecimiento en s—lido y I'quido respectivamente y de un 20% para la cepa de
120h de crecimiento en medio I'quido. En contraste para la cepa contraghiila cual
no posee actidiad de fosfolipasa, la inducci—n de NETs fue nula en todas las condiciones
probadas, lo que refuerza la hip—tesis que posiblemente las fosfolipasas feengicas son
inductoras de NETs de manera proporcional a la actividad de dichas enzimas. A pesar de
gue la hducci—n de NETSs por las cepa€dalbicansse report— con anterioridad, en este
trabajo encontramos que otros factores secretados por esta especie en el medio extracelular
pueden inducir la formaci—n de NETSs, por lo que ser'a de interZs un aniligisfomto

de estos.

En lo que respecta a los aisladosidéropicalis,tambiZn fueron capaces de inducir la
formaci—n de NETs as’ como el sobrenadante de Zstos. Sin efialsacgpas de tiempo
temprano (48h)ndependientemente del medio de cultivodasgara su activaci—n, su
inducci—n fue mis heterogZnea y de una manera menos robusta que las cepas crecidas €
medio I'quido a tiempo tard’o (120h) o que cualquiera de los tratamientos con las cepas de
C. albicans No existen reportes anteriores acereala capacidad de esta especie para
inducir los NETS, sin embargo, los resultados nos sugieren de nuevo mogi€alisal ser

uno de los principales pat—genos fcengicos causantes de candidiasis invasiva, ubictndos
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solamente detrfs d& albicans[63], posee factores que inducen la formaci—n de NETSs, ya
sea mediante contacto directo as’ como mediante factores secretados al medio extracelular.
Finalmente, un dato interesante que afirma nuestra hip—tesis de trabajo, es que las cepas col
una doble actividade fosfolipasa mostrada (cultivo en medio I'quido a 120h) induce una
robusta inducci—n de NETSs, por lo que dichas enzimas muy posiblemente se encuentren

entre los principales inductores de NETS.

Otras de las cepamalizadaen este estudio, fu€. pargsilosis su antlisis resulta
interesante ya que los hongos pertenecientes a esta especie repdna® entre los
mayomente productoes de proteinasas que de fosfolipadd82]. En nuestro trabajo
encontramogjuelas cepas analizadas de dicha espe@eraostraron una variabilidad en la
producci—mle fosfolipasas dentro de las cepsis, embargo y de manera consistente,
aquellas con una actividad &lt demostaron una inducci—n de NETs robusta
independientemente del medio utilizado para su culsvelid —’'quido) al igual que el
sobrenadante del medio de crecimielstos resultados nasigier@ que tanto factores de
est hongo comaquellos que son secretados tienen una participaci—n en esta respuesta,
donde las fosfolipasas pudieran incluirse, ®Bsodrtar otras enzimas como las prote’nasas
las cuales no fueron analizadas en el presente trdbajmanerasimilar sucede par&.
parapsilosis que mostr— umaenor actividad de fosfolipasas, la cual es capaz de inducir
los NETs aunque de una forma memobustaencomparaci—eonC. albicans Finalmente,
dado a la heterogeneidad de actividad de fosfolipasas que presentaron dichas cepas,
incluimos una con actividad negativa para dicha enzima, la cual demostr— ser negativa a la
inducci—n de NETs. No existingcen reporte hasta el momento sobre la inducci—n de NETs

por esta especie, ademis que se sab&gparapsilosispertenece a un complejo de tres
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especies, siend@€andida parapsilosissensu stricto,Candida orthopsilosisy Candida
metapsilosid64]. En este trabajo, no se lleg— a la identificaci—n o determinaci—n de las
especies de dicho complejo, por lo que posiblemente dicha variabilidad entre la actividad
de fosfolipasas y la respuesta frente a neutr—filos como lo es la indlecbiETs podr'a
atribu’'rsele, ya que se ha reportado diferencias de esta actividad entre las especies, sin
embargo, la correlaci—n directa entre la producci—n de fosfolipasas y la inducci—n de NET:

es una observaci—n muy relevante que continuaremos explé&indo

En lo que respecta a los aisladosQleglabratg de forma sorprendente tanto la cepa
crecida en medio s—lido y I'quido as’ como el sobrenadante del medio de cultivo de Zsta, no
mostr— inducci—n de NETs, a comparaci—n del control positivo. Las Cepadbdta
en nuestro estudio demostraron tener una actividad alta de fosfolipasas, sin embargo, los
resultados anteriormente mencionados nos indican que si bien, a pesar de tener este tipo de
enzimas posiblemente no esttn promoviendo la inducci—n de NEEsto fiera as’,
habr’an otros factores de virulencia que posee dicha especie para inhibir la v'a de formaci—n
de NETs. Dentro de algunos factores de virulencia reportados hasta el momento de esta
especie, se encuentran las catalasas, y super—xido dishostasiales han demostrado
tener un rol importante en la resistencia al estrZs oxidativo, adem#s de otras molZculas que
participan de manera importante en la evasi—n de la maduraci—n del fagosoma vy la
modulaci—n de se—alamiento por I'pidos como lo m®ia’na3-Kinasa (PI3K), los cuales
ser'an de interZs analizar, as’ como la presencia de actividad de DNAsas erjdé-68pa
A pesar de no haber reportes hasta el momento de inducci—n de NETglgmatg
recientemente se describi— que los ndog—gdueden censar el tama—-o de los
microorganimos, Yy selectivamente liberar trampas extracelulares, como por ejemplo en

respuesta a hifas @& albicans esto a travZs de la v’a dectihgpor lo que posiblemente el
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estado morfol—gico d& glabratg que cenicamente se mantiene en forma de levadura,
tambiZn podra influir en la respuesta de inducci—n de NETSs en los neutr—filos, ya que otros

mecanismos como la fagocitosis pudieran estar predomifé@do

Las distintas respuestas de las especie€atalidaa la inducci—n de NETs por los
neutr—filos, en especial a lo qu&eglabratapuede ser debido a que, aunque exista una
actividad enzimitica similar entre las especies, en este caso de fosfolipasas, la forma en que
interactoean con el sistema immuvar'a, ya que se ha documentado en estudios
moleculares en la secuencia ITS del DNAr, que las especiesCaitacans, C.glabrata,
C.tropicalisy C.parapsilosis complebas cualegposeen polimorfismos o un gran nocemero
de haplotipos entre especies qsttn relacionados de manera predominante a la fuente
end—gena de adquisici—n, lo que podra estar modulando la expresi—n de los diferente

factores de virulencia y dicha interacci#aj.

Finalmente para confirmar la formaci—n de NETSs, y analizar oslgda los
componentes de Zstos, inducidos con la diferentes especigéandala realizamos un
ensayo de inmunofluorescencia (figuras: 13,21,29 y 36 ) en donde utilizamos anticuerpos
contra la mieloperoxidasa y calprotectina del neutr—filo, los cuales son grinulos que se han
encontrado inmersos en los NETs. La mieloperoxidasa, esfumlo del neutr—filo, que
ademis de tener funciones importantes en la respuesta antimicrobiana para la generaci—n d
ROS, se ha visto que su participaci—n es importante durante la inducci—n de NETS, ya que
este migra hacia el noecleo para contribuirde$gondensaci—n de la cromatina, ademis se
ha demostrado que pacientes sin actividad de MPO no pueden producir lof7/MZBE
La calprotectina, es otro de los grfnulos que se ha observado presente en las redes que
conforman los NETs, mostrando una ad@&d antimicrobiana para los pat—genos como

| *
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C.albicansque son atrapados en ella, y privindolo de iones divalentes como el Zinc,
magnesio y calcio, los cuales son escenciales para el metabolismo de dichos pd22,genos

28].

En nuestro estlio encontramos queosterior a la incubaci—n de neutr—filos con las
cepas deC. albicans C. tropicalis y C. parapsilosiscon actividadalta de fosfolipasase
promov’a una movilizac—n de la mieloperoxidalsacalprotect’'na del neutr—fit@cia su
ncecle o a la periferia del misma diferencia del control negativo donde los grfnulos se
mantienen en el citoplasm®tra caracter'stica importante que se mostr— en dichos
resultados fue que los neutr—filos presentaban una expansi—n nuclear, perdieralo la form
lobulada del ncecledemostrada mediante la tinci—n nuclear con DWPtual es una

caracter’stica que presentan los neutr—filos sometidos a NET.osis

En lo que respecta a los neutr—filos inducidos por el contiadfdépasa negativad.
asahii y la cepa dé&. parapsilosiscon actividad negativa a fosfolipasas as’ como para la
cepaC. glabrata se encontr— que los grinulos de la mieloperoxidasa se mantienen en el
citoplasma, y no hay colocalizaci—n de ambos griradmsismola forma lobulada del
nceclesiempre se mantuvo, lo que indica que la delobulaci—n caracter’stica de la formaci—n
de NETs nunca se llev— a cabBstos celtimos resultados nos confirman que para estas 2

especies d€andiday paraT. asahiino indwcen la formaci—n de NETS.

La formaci—n d¥ETses una de las respuestas llevada a cabo por neutr—filos para
la eliminaci—n de pftogenos cdbhalbicans sin embargo, se desconocen los mecanismos
gue generan su inducci—n. En este estudio se considdasdasfolipasas como posibles
factores mvolucrados en dicha inducci—ynpara tal prop—sitose evalu—el perfil de
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producci—n de fosfolipasas de aislados cl'nic@s dibicans C. tropicalis, C. parapsilosis

y C. glabratay suinteracci—n con los neutr—filos en la inducci—n de NETs. De manera
interesante obtuvimos que las cuatro especies de relevancia cl'nica demostraron una
actividad de fosfolipasas muy alta siendo algo variable @aparapsilosis Esta actividad

revel— sendependiente del crecimiento, sin embargo el medio de cultivo podr'a promover
cambios metab—licosegua modulen. Adicionalmentexisten diferentes respuestas a la
inducci—n de NETs por las especie€dndidg donde las fosfolipasas tienen un papel
importante en su inducci—n, la cual podr'a estar relacionada a su actividad enzimitica, sobre
todo para las especies @& albicans, C. tropicalisy C. parapsiloss, sin embargo,
sorprendentementeC. glabrata no induce la formaci—n de NETs lo que se sugiege

otros factores de virulencia y de inhibici—n de este mecanismo podran influir en dicha
respuestapor lo que er'a de interZsanalizar losfactores involucrados en tal inhibici—n e
identificar de manergrecisa las fosfolipasas producidas por ldsrdntes especies de
Candidamediante ensayos de Western blot para confirmar su correlaci—n con la inducci—n

de NETs, demostrando la participaci—n de la v'a del fcido araquid—nico en dicha respuesta.



CAPETULO 7

CONCLUSIONES

™ Las cuatro especies de relevancia cl'nica obtenidas de hemoculihatisicans
C.tropicalis C. parapsilosisy C.glabratademostraron una actividad de fosfolipasas
muy alta siendo algo variable para la penceltima especie. Esta actividad revel— ser
indeperliente del crecimiento, sin embargo el medio de cultivo podr'a promover

cambios metab—licos que la modulen

™ Existen diferentes respuestas a la inducci—n de NETs por las esp&aeslida
donde las fosfolipasas tienen un papel importante en su inducci—n, la cual podr'a
estar relacionada a su actividad enzimitghre todo para las especies @e

albicans, C. tropicaliy C.parapsiloss.

™ C. glabrata no induce la formaci—n de NETSs lee e sugiere quaros factores de

virulencia y de inhibici—n de este mecanismo podr’an influir en dicha respuesta.



CAPETULO 8

PERSPECTIVAS

Identificar de manera precisa las fosfolipasas producidas y secretadas por las

diferentes especiee Candid mediante ensayos de Westelot.

Confirmar la participaci—n de las fosfolipasas foengicas en la inducci—n de NETs

por ensayos con Inhibidores espec’ficos de fosfolipasas.

Estudiar los factores involucrados en la baja respuesta a la inducci—n de NETs
por C. glabratay del complejoC. parapsilosis(Producci—n deatalasas,

peroxidasasproteasas, ADBhAs hemolisinasy producci—n de ROS).

Estudiar la participaci—n de la v dcido araquid—nico en la inducci—n de
NETSs, a travZs de purificaci—n de las fosfolipasas foepgieatiante el uso de
ihibidoresespec’ficos para las v'as de se—alamiento implicadasgan&ai—n

de ecosanoides.
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APfNDICE S

APfNDICE A. PREPARACIIN DE SOLUCIONES Y REACTIVOS

Agar Papa Dextrosa: 6 XV S H Q G H U Agar Rap@ Bexrosa, BD, Bioxori HQ
polvo en 1000mL de agua destilada, mezclar, calentar y agitar frecuateedegar
hasta antes del punto de ebullici—n por 1 minuto hasta diluir completamente.

Esterilizar a 121%C por 15 minutos.

Agar Dextrosa Saboraud: 6 XVSHQGHU Agar De&idsa® Saboraud, BD,

Bioxon HQ SROYR HQ P/ GH DJXDcaleriy W agt&rGD F
frecuentemente, dejar hasta antes del punto de ebullici—n por 1 minuto hasta diluir
completamente. Esterilizar a 121%,C por 15 minutos.

Agar Harina de Ma'z. 3HVDU CbriGMeat Agar, BD, BBIM ~ \ VXVSHQGH!
en 1000mL de agua destiladagregtndole al final 1% de Tween 80% . Mezclar,
calentar y agitar frecuentemente, dejar hasta antes del punto de ebullici—n por 1

minuto hasta diluir completamente. Esterilizar a 121%C por 15 minutos.

Medio para hemolisinas: Pesar 65.0g de Agar Dextr@s Saboraud, y 30.0g de
glucosa al 3%, disolver en 1000mL de agua destilada, mezclar, calentar y agitar
frecuentemente, dejar hasta antes del punto de ebullici—n por 1 minuto hasta diluir
completamente. Esterilizar a 121%C por 15 minutos. Finalmente @%adie

Sangre total de manera estZril.

Agar DNAsas: Disolver 45g de polvo de medid'1$VDV 7HVW $JDU ZLWEk
green, Difco BD en 1000mL de agua destilada. Mezclar, calentar y agitar
frecuentemente, dejar hasta antes del punto de ebullici—n por 1 mastataliluir
completamente. Esterilizar a 121%,C por 15 minutos.



Caldo Soya Tripticase’'na Pesar 30g de&DOGR VR\D 7ULSFDVHtQD ¢
suspender en 1000mL de agua destilada. Calentar ligeramente para su completa
disoluci—n y vaciar en tubos de 4x100 con tap—n de rosca. Esterilizar a 121%C por 1£

minutos

Medio para Fosfolipasas:Pesar 65.0g de Agar Dextrosa Saboraud, 30.0g de
glucosaal 3%, 58.44g de NaCl 1M, 0.55g de CaBiM. Se procede a diluir la
mezcla en 920mL de agua destilada mezclar, calentar y agitar frecuentemente, dejar
hasta antes del punto de ebullici—n por 1 minuto hasta diluir completamente.
Esterilizar a 121vC por biinutos. Se deja reposar hasta a temperar y a—adir

cuidadosamente de manera estZril y agitando 80mL de yema de huevo al 8%.

Soluci—n Salina al 0.85%Pesar 0.85g de NaCl y disolver en 100mL de agua
destilada.

PBS 10X :Pesar 80g de NaCl (1,370 mM), 2g KCI (27 mM), 14.2g dgHR&,

(100 mM), y 2.45g KHPQ4 (18 mM). Disolver en 800mL de agua desionizada y
ajustar el pH a 7.4 con HCI. Ajustar el volumen a 1000mL con agua desionizada y
esterilizar.

PBS 1X:Mediry colocarlOOmL de PBS 10x en 900mL de agua destilada.

Glicerol al 70%: 7mL de glicerol concentrado mts 3mL de PBS 1x.

Azul de Tripano diluido: 990R. de PBS 1x mis 1R de azul tripano

concentrado.

Sytox Green diluido: 990R. de PBS 1x mis 1R de Sytox Green cantrado.

PMA 40nM: Diluir el PMA que contiene 2mM en 1@, agregando 99(R. de
RPMI.



Soluci—n Bloqueadora (BSA al 3%Pesar 2.25g de BSA, y agregar 75mL PBS
1X, mezclar bien hasta completa disoluci—n.

Soluci—n PermeabilizadoreColocar 50 de Trit—ri100x en 2.5mL de PBS 1X.

Diluciones de anticuerpos:

X Anti- Calprotectina 1:100= 18R. de anticuerpo concentrado en 1, B2
de BSA 3%. Para 180 (36 posos x 56b.).

X Anti-Mieloperoxidasa 1100 = 5R. de anticuerpo concentrado en 4950
de BSA 3%Para500R. (10 posos x 5@.).

X Anti- Elastasa 1:100 =5 R. de anticuerpo concentrado en 49%0de BSA
3%. Para 50 (10 posos x 56.).

X Anti-H3 1:100 =5 R de anticuerpo concentrado en 4950de BSA 3%.
Para 50 (10 posos x 56r.).

x Alexa Fluor 488 antiRat—n
mezclado con Alexa Fluor 568 1:300 4 R. de anticuerpo concentrado

cada uno en 1,192 de BSA 3%. Para 1,200 (24 posos x 5@.).

DAPI dilu'do: 10R. de DAPI concentrado en 1,180 de soluci—n BSA 3%. Para
1,200R..



APENDICE B. LISTA DE CEPAS CLéNICAS UTILIZADAS DURANTE EL
ESTUDIO

Tabla 4. Cepas de levaduras de hemocultivos correspondient€aalbicans

*+1,-.$/&'0$1-2"13!

Hemocultivo "HSH! %&'&()! 4.%5/-#)56)($ ! Id. por APl 20C AUX
449 73a M "#$%$E C.albicans 99.6%
450 27a M "#3%$E C.albicans 99.6%
455 70a M I"#$%SE C.albicans 97.4%
458 54a F I"#$%$E C.albicans 99.6%
461 47a M I"#$%$E C. albicans 99.6%
469 62a M I"#3% 3L C. albicans 99.6%
472 )>* ( M I"HS%SE C. albicans 97.4%
473 +' ( M I"HS%SE C. albicans 97.4%
484 23a F "HE%$E C. albicans 97.4%
491 36a M "#$%SE C. albicans 99.6%
499 65a F I"#$%$E C. albicans 99.6%
502 16a M I"#$%$E C. albicans 97.4%
503 60a M I"#$%3Q C. albicans 97.4%
506 37a M "#$% & C. albicans 99.6%
509 43a F I"#$%$E C. albicans 99.6%
513 77a M I"#$%SE C. albicans 97.3%
514 62a M "HE%$E C. albicans 99.6%
470 +*' ( F I"#$%$R C. albicans 99.6%
523 65a M "#$%$E C. albicans 2 99.6%
525 7a F "#$%$E C. albicans 2 99.6%
547 R/N F I"#$% SR C. albicans 2 99.6%
572 7m M I"#$%SE C. albicans 2 99.9%
579 8m M I"#$%SE C. albicans 2 99.6%
589 75a M "#3%$E C. albicans 99.3%
591 R/N F I"H#3%SE C. albicans 2 99.6%
592 54a M "H#S%SE C. albicans 2 99.6%
594 77a M I"#3%3E C. albicans 2 99.7%
597 34a F I"#$%E C. albicans 2 99.6%
670 RIN M I"#$%$E C. albicans 99.6%
704 R/N F "#3%$E C. albicans 99.6%

IIII#



Tabla 5. Cepas de levaduras de hemocultivos correspondient&aparapsilosis

! ! *+1-.$/&'0$1-2"!

Hemocultivo "HGH] %&'&()! | 3!14.9/-#)56)($ ! Id. por APl 20C AUX
435 27a F -I'%$&" ( C. parapsilosis 99.9%
442 72a M - '%$&"( C. parapsilosis 97%
428 2a F -'%$&" ( C. parapsilosis 99.9%
448 75a M -I'%$&" ( C. parapsilosis 97%
456 58a M -I'%$&" ( C. parapsilosis 99.9%
457 2la F -'%$&" ( C. parapsilosis 99.9%
460 38a M - '%$&" ( C. parapsilosis 99.9%
466 21a F -I%3$&" ( C. parapsilosis 99.9%
468 75a M -I'%3$&" ( C. parapsilosis 99.9%
475 0+'( 1( - '%$&" ( C. parapsilosis 99.9%
477 +23 M - '%$&" ( C. parapsilosis 99.9%
480 33a F -I'%3$&" ( C. parapsilosis 99.9%
485 45a F -I'%3$&" ( C. parapsilosis 99.9%
487 63a M - '%$&" ( C. parapsilosis 99.9%
488 55a M - '%$&" ( C. parapsilosis 99.9%
489 20a M -I'%3$&" ( C. parapsilosis 99.9%
492 24a M -I'%3$&" ( C. parapsilosis 99.9%
500 72a F - '%$&" ( C. parapsilosis 99.5%
519 78a M - '%$&" ( C.parapsilosis 98.1%
520 5la F -I'%3$&" ( C.parapsilosis 99.9%
556 90a F -I'%3$&" ( C. parapsilosis 98.1%
566 10d F - '%$&" ( C. parapsilosis 99.9%
571 6m F - '%$&" ( C. parapsilosis 99.9%
580 7a F -I'%3$&" ( C. parapsilosis 99.9%
593 77a M -I%3$&" ( C. parapsilosis 99.9%
607 47a M - '%$&" ( C. parapsilosis 99.9%
608 47a M - '%$&" ( C. parapsilosis 99.9%
609 88a F -I'%$&" ( C. parapsilosis 98.1%
626 55a M -I'%$&" ( C. parapsilosis 98.1%
647 36a M - '%$&" ( C. parapsilosis 98.1%
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Tabla 6. Cepas de levaduras de hemocultivos correspondient€aglabrata

*+1,-.$/&'0$1-2"13!!

Hemocultivo "HSH! %&'&()! 4.%5/-#)56)($ ! Id. por APl 20C AUX
178 +24( 1( - [%3$&" ( C.glabrata 99.3%
186 46a F -['%$&" ( C.glabrata 99.3%
202 2a M -[%3$&" ( C.glabrata 99.3%
209 *0' ( M - /'%$&" ( C.glabrata 99.3%
210 68a F -['%$&" ( C.glabrata 99.3%
235 50a F -['%$&" ( C.glabrata 99.3 %
239 62a F - [%3$&" ( C.glabrata 99.3 %
249 2'( F - L%P&" ( C.glabrata 99.3%
251 5" ( F -[%3$&" ( C.glabrata 99.3%
278 38a M -/'%$&" ( C. glabrata 99.3%
315 0+'( 1( -I'%$&" ( C. glabrata 99.3%
317 6) ( F - ' %$&" ( C. glabrata 99.3%
322 59a F -/'%$&" ( C. glabrata 99.3%
324 40a F -[%3$&" ( C. glabrata 99.3%
369 )7' ( F - L%P&" ( C. glabrata 99.3%
161 82'( M - ' %$&" ( C. glabrata 99.3%
410 0, ( M - I'%$&" ( C. glabrata 99.3%
411 )" ( F - '%B&" ( C. glabrata 99.3%
444 2)" ( F - '%$&" ( C. glabrata 99.3%
446 73a M -/'%3$&" ( C. glabrata 99.3%
447 42a M - [%3&" ( C. glabrata 99.3%
474 *2' ( M - I'%$&" ( C. glabrata 99.3%
476 *5' ( F - I'%$&" ( C. glabrata 99.3%
482 69a M - [%3$&" ( C. glabrata 99.3%
493 46a F -/'%3$&" ( C. glabrata 99.3%
501 74a M - [%3$&" ( C. glabrata 99.3%
507 56a F -/'%3$&" ( C. glabrata 99.3%
531 69a F - [%3$&" ( C. glabrata 99.3%
587 53a M - /'%$&" ( C. glabrata 91.5%
643 57a M -['%3$&" ( C. glabrata 99.3%
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Tabla 7. Cepas de levaduras de hemocultivos correspondient&Catropicalis

*H - $/&'0$1-2'13!1 \d. por AP 20C
Hemocultivo "] %8 '&()! 4.$1-#)56)($ ! AUX
441 3a F - [%3$&" ( C. tropicalis 95.7%
454 33a M - [%P&" ( C. tropicalis 95.7%
459 44a M - [%3$&" ( C. tropicalis 95.7%
462 i { 1( -['%$&" ( C. tropicalis 95.7%
471 )6' ( M -['%$&" ( C. tropicalis 95.7%
478 76' ( 1( - [%3$&" ( C. tropicalis 95.7%
486 53a M - L%P&" ( C. tropicalis 92.5%
490 28a M - I'%$&" ( C. tropicalis 95.7%
495 64a F - [%3$&" ( C. tropicalis 95.7%
497 72a F - L%P&" ( C. tropicalis 95.7%
508 8la M - [%3$&" ( C. tropicalis 95.7%
518 6la M - L%P&" ( C.tropicalis 95.7%
521 6la F -[%3$&" ( C. tropicalis 98.7%
529 R/N A -/'%$&" ( C. tropicalis 95.71%
530 R/N F - L%P&" ( C. tropicalis 97.8%
532 R/N M -[%3$&" ( C. tropicalis 95.71%
533 R/N F - L%P&" ( C. tropicalis 95.71%
534 R/N M - ['%3&" ( C. tropicalis 95.71%
535 R/N M - [%P&" ( C. tropicalis 95.71%
536 R/N M - /'%$&" ( C. tropicalis 95.71%
537 R/IN F - [%3&" ( C. tropicalis 95.71%
538 R/N M - [%P&" ( C. tropicalis 95.71%
539 R/N F - ['%3&" ( C. tropicalis 95.71%
568 4a F - [%P&" ( C. tropicalis 95.9%
569 7m M - [%3&" ( C. tropicalis 92.8%
570 3a F -I'%$&" ( C. tropicalis 95.7%
588 15a F - [%3$&" ( C. tropicalis 95.7%
590 18a M - ['%3&" ( C. tropicalis 95.7%
600 66a M - [%3$&" ( C. tropicalis 95.7%
627 R/N M - /'%$&" ( C. tropicalis 96.3%
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