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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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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas de los neutroéfilos

Los neutroéfilos son leucocitos circundantes en sangre pertenecientes a la familia
de granulocitos, estas células también denominadas como polimorfonucleares
(PMNs) debido a su particular forma nuclear segmentada, desempefian una funcion
determinante en la respuesta inmune innata, ya que son los primeros en ser reclutados
al sitio de la infeccion para eliminar a los patogenos [1, 2]. Durante su reclutamiento
a los sitios de inflamacioén, reconocen sefiales derivadas de los microorganismos
como los lipopolisacaridos (LPS) y formil lipopéptidos (fMLP) y del hospedero entre
los que se encuentran las quimiocinas y citocinas, ejemplos de ¢éstas son las
interlucinas 6, 8 y 17 (IL-6, IL-8 e IL-17) asi como el factor de necrosis tumoral
(TNF-a), los cuales tienen un papel preponderante. Estas sefiales estimulan a las
células endoteliales para producir moléculas de adhesiéon como las P-selectinas, E-
selectinas y miembros de la superfamilia de las integrinas (ICAMs), donde al
interaccionar con los neutrdfilos por medio de la glicoproteina ligando-1 P-selectina
(PSGL-1) y L-selectina (LSGL-1), se acoplan y resultan en un rodamiento

caracteristico de los neutréfilos a lo largo del endotelio.



A medida que los neutrdfilos interaccionan con las células endoteliales, se
producen cambios en su biologia por la activacion de vias de sefialamiento mediadas
por las familias de cinasas Src, Syk, el fosfoinositido 3-quinasa (PI3K) y la protein
cinasa activada por mitégeno p38 (MAPK38). Dicha activacion promueve una firme
adhesion del neutrofilo al endotelio mediada por la familia de las integrinas 2 (LFA-
1 y Mac-1). Tal interacciéon con las integrinas, asi como la secrecion de
quimioatrayentes inflamatorios y citocinas, capacita a los neutr6filos su migracion a
los sitios de infeccion y transendotelial. Una vez translocados, los neutréfilos se
encuentran en un medio rico en estimulantes inflamatorios tanto del hospedero como
de origen patégeno, los cuales dictaran su comportamiento promoviendo la liberacion
de citocinas para el reclutamiento de otras células inmunes, asi como la fagocitosis, la
liberacion de sus granulos y la formacioén de trampas extracelulares de neutrofilos
(NETs), el cual es un nuevo mecanismo que se ha descrito por el cual puede

eliminarse a los microorganismos [2].

1.1.1 Fagocitosis

La fagocitosis es la principal estrategia de defensa utilizada por los neutrofilos
contra los patogenos, en la cual, por medio de receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs), son capaces de reconocer dominios proteicos presentes en
patogenos denominados patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs). Una
vez que los patdgenos son reconocidos por el neutréfilo, los microorganismos son
internalizados por la membrana celular en una vacuola llamada fagosoma, la cual al

madurar se convierte letal para éstos. En los neutrofilos la maduracion del fagosoma



consiste en la fusion de granulos liticos presentes en el citoplasma al lumen
fagosomal, donde al mismo tiempo, el montaje de la NADPH oxidasa en la
membrana fagosomal permite la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
y de forma conjunta, estos dos mecanismos crean un entorno téxico para la mayoria
de los patogenos (aunque existen microorganismos que han desarrollando estrategias

para sobrevivir dentro de ellas) [3].

1.1.2 Degranulacién

Una segunda estrategia microbicida llevada a cabo por los neutréfilos es la
degranulaciéon. En ésta, los neutrofilos participan activamente en el proceso
inflamatorio mediante la acciéon de multiples granulos liticos presentes en su
citoplasma, los cuales son clasificados en tres tipos: a) Granulos azuréfilos, formados
durante la maduracion de los neutrdfilos y que contienen mieloperoxidasa (MPO,
enzima critica en el estallido oxidativo), defensinas, lisozimas, Proteina que
incrementa la permeabilidad bactericida o BPI (Bactericidal permeability increasing
protein), y serin-proteasas como la elastasa de neutréfilos o NE (Neutrophil Elastase)
entre otras; b) Granulos especificos, caracterizados por contener lactoferrina y
glicoproteinas, y ser formados después de los granulos azuréfilos, y ¢) Granulos
gelatinasas, las cuales permiten la trasvasacion de los neutrdfilos a través del
endotelio de los vasos sanguineos. Una vez que los neutrdfilos activados llegan al
sitio de inflamacion, mediante sefiales ain desconocidas, movilizan sus granulos y los
fusiona con la membrana plasmaética liberando su contenido. De forma interesante, las

diferentes clases de granulos presentan cierta selectividad de movilizacion en



respuesta a sefiales inflamatorias, siendo los granulos azuréfilos los mas dificiles de
movilizar, seguida de granulos especificos, los granulos gelatinasa y por ultimo las

vesiculas de secrecion [2].

1.1.3 Trampas extracelulares de neutréfilos (NETs)

Recientemente se describid un nuevo mecanismo que los neutrofilos utilizan
como estrategia antimicrobiana contra los patéogenos, denominado trampas
extracelulares de neutréfilos o NETs (Neutrophil Extracellular Traps). Los NETs se
originan de la liberacion del contenido nuclear de los neutrofilos al espacio
extracelular, y estan compuestos por ADN, histonas, y cromatina descondensada, lo
que simulan fibras delgadas con dominios globulares, en forma de red. Estas redes
tienen una doble funcién: la de capturar a los microorganismos, limitando su

expansion y el dafio colateral del contenido granular del NET [4-6].

Algunas de las ventajas que ofrece esta nueva estrategia en comparacion con la
fagocitosis y la degranulacion son: la eficiencia de accion por un mayor tiempo,
causar el menor dafio posible al hospedero, ademas de ser mas eficiente en la

eliminacion de microorganismos [7], Tabla 1.



Tabla 1. Comparacion de los mecanismos de control de infecciones en

neutrofilos.

Mecanismo de

Caracteristicas y lapso de tiempo

Técnicas para su estudio.

control de la aproximado.
infeccion
-Neutrofilos sin estimular con
PMA mas la aplicacion de
Requiere una constante quimiotaxis y la | ADNsa L.
ingestion de microbios dentro del | -Aplicaciéon de citocalacina D
Fagocitosis fagolisosoma requiere alto consumo de | (la cual inhibe la fagocitosis por
energia. Producen menos daflo al tejido | medio de la actina).
celular. El tiempo aproximado en el que | -Ensayo de muerte intracelular
ocurre es a los 10 min. (Y% de supervivencia  de
microorganismos).
-Utilizacion de citocalacina D
para inhibir la fagocitosis,
midiendo el % de muerte de los
microorganismos al tiempo de
Sus granulos son toxicos para el tejido | 30min en neutré6filos sin
celular produciendo dafio y también | estimular con PMA.
Degranulacion necesita gasto de energia aunque menos | -Para  ver  la  actividad

que la fagocitosis. Tiempo aproximado
en el que ocurre a los 30 min.

antimicrobiana de neutrofilos
utilizar la técnica de extractos
granulares de neutrofilos
humanos en varias
concentraciones de ésta y de
cultivo (de células) de los
microorganismos.

Formacion de NETSs

Pueden persistir mas tiempo en la
muerte de los microorganismos que por
via fagocitosis. Tiene menos gasto de
energia. Minimiza el dafio celular del
hospedero al limitar la dispersion de los
granulos con un efecto antimicrobiano
al atrapar a los patdgenos. El tiempo
aproximado en el que ocurre es a los
120 min.

-Ensayo de muerte extracelular
(% de supervivencia y % de
muerte por NETs ).

-Utilizaciéon de ADNsa I, libre
de proteasas y RNAasa en
neutrofilos estimulados con
PMA.

-Fluorescencia con fragmentos
Fab de anticuerpos
monoclonales contra el
complejo de Histonas H2A H2B
y ADN o elastasa.

-Colorante azul de calceina y
anexina V.

-Ensayos de Western Blot.
-Tratamiento con PMA o
Glucosa oxidasa (GO)




Los NETs son producidos por una muerte celular denominada NETosis, durante
la cual los neutréfilos se someten a una serie de cambios morfologicos drasticos. En
¢ésta, una vez que los neutréfilos son activados, adquieren una forma mas extendida
debido a una firme adhesion a su sustrato. Durante este proceso, la activacion de la
protein quinasa C (PKC) es esencial para que a través de reacciones de fosforilacion
por las MAP cinasas se active al complejo NADPH oxidasa y genere la produccion
de ROS. Posteriormente el ntcleo pierde sus 16bulos por una desintegracion de la
membrana nuclear. Concomitantemente, los granulos se desintegran y las proteinas
contenidas en éstos, como elastasa y mieloperoxidasa, migran hacia la periferia del
nucleo colocalizandose y contribuyendo a la descondesacion de la cromatina de
manera sinérgica con la actividad de la peptidil arginina deaminasa 4 (PAD4).
Posteriormente, la envoltura nuclear se desintegra totalmente, y el contenido del
nucleo es mezclado con el citoplasma. Finalmente la membrana citoplasmatica del
neutrofilo se compromete y su contenido es expuesto al espacio extracelular dando

lugar a la formacion de NETs [5].

Existen diferencias entre la NETosis y otros tipos de muerte celular como la
apoptosis o la necrosis, tanto de manera morfologica como en la produccion de

algunas moléculas que participan en su induccion [5, 8-11], Tabla 2.



Tabla 2. Diferencias morfolégicas y caracteristicas de los diferentes tipos de

muerte celular.

TIPO DE
MUERTE CARACTERISTICAS TECNICAS DE DETECCION
CELULAR
-El ADN es fragmentado por la escision de los | -Microscopia electronica, y de
nucleosomas. fluorescencia (para ver
-La cromatina se condensa y el nticleo se disgrega | morfologia).
en fragmentos. -Inmunohistoquimica (proteina
-La célula se encoge y se rompe en fragmentos | Anexina V, colorante azul de
envueltos (cuerpos apoptoticos). calceina, utilizacion del anticuerpo
-No hay ruptura de la envuelta nuclear. anti-Fas).
-Vacuolizacién del citoplasma. -Western Blot:  Deteccion  de
APOPTOSIS | -La fosfatidil serina se expone en la hoja externa | proteinas presentes en el proceso.
antes de la integridad de la membrana plasmatica | -loduro de propidio (IP), solo entra
comprometida. (son Anexina V positivo) a las células con la membrana
-Los organelos en el citoplasma permanecen | plasmatica dafiada (necrosis y
intactos, se condensan. apoptosis).
-Dependiente de caspasas y requieren produccion
de ROS.
-Requiere estimulo fisiologico o patoldgico.
-Requiere gran gasto de energia.
-Afecta a células individuales
-Retraccion del nticleo con condensacion de la -Microscopia electronica,
cromatina. electroforesis de proteinas
-Lisis del ntcleo (cariolisis), fragmentacion del (fragmentacion del ADN).
nucleo (cariorrexis). -Anexina V-FICT positivo/ 1P
-Las células se hinchan, se margina la cromatina. | positivo.
-Dilatacion del reticulo endoplédsmico (RE), -Microscopia de fluorescencia
NECROSIS tumefaccion de las mitocondrias. combinada con citometria de flujo.
-Ruptura de las membranas internas como la de
los lisosomas.
-Requiere estimulo patoldgico y algunas
ocasiones fisiologicas y afecta a grupos de
células.
-Degradacion especifica del ADN.
-Requiere energia.
-Activan proteasas inespecificas.




NETosis

-Las células se aplanan y los nicleos pierden su
forma lobulada.

-La cromatina se descondensa.

-Se dilata el espacio entre la membrana interna y
externa del nucleo.

-Se activa la protein quinasa 3 para la produccion
de ROS.

-Las membranas nucleares forman vesiculas.

-Se desintegra la membrana nuclear en vesiculas.
-Es dependiente de la produccion de ROS, e
independiente de caspasas.

-No hay fragmentacion del ADN.

-No requiere gasto de energia.

-Afecta a células individuales.

-La fosfatidil serina se expone cuando se rompe la
membrana plasmatica.

-Relocalizacion de granulos (elastasa).

-Mezcla de componentes citoplasmaticos y
nucleares.

-Desaparecen los organelos citoplasmaticos.

-Microscopia electronica,
inmunofluorescencia.
-Fluorescencia con fragmentos

FAB de anticuerpos monoclonales
contra el complejo de Histonas
H2A H2B y ADN o elastasa.
-Colorante azul de calceina y
anexina V.

-Western Blot.

-Tratamiento con PMA o GO
-Microscopia de  fluorescencia
combinada con citometria de flujo.

NECROPTO-
SIS

-Es una necrosis regulada, independiente de
caspasas.

-Requiere que la funcién de la caspasa 8 se inhiba
0 se interrumpa.

-Puede ser ejecutada por el FNT (Factor de
necrosis tumoral), FasL (Ligando Fas).
-Permeabilizacion temprana de la membrana
plasmatica.

-Citosol transliicido y mitocondrias hinchadas.
-Aumenta su tamafio celular y de organelos.
-Expulsan el material citoplasmatico por
perforaciones de la membrana.

-Via de sefalizacion importante a través de RIP I
quinasa.

- Escapa de la via de las caspasas y activa a las
DNAsas.

-Se puede observar cuando las células son
estimuladas por sefales post-morten como
ligandos de la familia de receptores de muerte
(FAS, FNT,TRAIL o ligando inductor de
apoptosis relacionado al FNT) en ausencia de la
activacion de caspasas o in vivo después de
lesiones isquémicas.

-Microscopia electronica de
transmision.

-Produccion de ROS.

AUTOFAGIA

-Es una muerte celular programada.

-Hay una fase de nucleacion o ensamblaje.

-La membrana se elonga y forma vesiculas.

-Las vesiculas se fusionan formando
autofagosomas y después los lisosomas dirigen a
éste formando autofagolisosomas.

- Los lisosomas del fagosoma destruyen
organulos de la célula.

-Se muestra una célula con muchas vacuolas y
lisosomas (no hay morfologia de apoptosis)

-Microscopio electronico y de
fluorescencia (morfologia,
presencia de autofagosomas doble
membrana.)

-anti LC3 en la membrana de los
autofagosomas.
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Asi, durante la NETosis se observa un aplanamiento del neutréfilo, pérdida de
la forma lobular de su nucleo, activaciéon de la protein quinasa 3, migracion de
granulos (mieloperoxidasa y elastasa) hacia la periferia del nicleo para contribuir a la
descondensacion de la cromatina, desintegracion de las membranas nucleares y
ruptura de la membrana citoplasmatica con el vertimiento del contenido de la célula
al espacio extracelular [5]. Estos eventos contrastan con los otros tipos de muerte
celular como la apoptosis, donde se observa condensacion de la cromatina, y cuerpos
apoptoéticos; de la necrosis donde existe retraccion del nicleo y degradacion del DNA
con un mayor gasto de energia; de la necroptosis por la via de sefialamiento
dependiente de la RIP I quinasa y activacion de ADNsas con permeabilizacion de la
membrana citoplasmatica, y finalmente difiere de la autofagia por la ausencia de

vacuolas o fagolisosomas en la célula.

Por otro lado, se ha observado que los neutréfilos que son inducidos a la
formacion de NETs, participan en el sistema inmune contra las infecciones tanto
bacterianas como parasitarias. Se ha demostrando que algunos parésitos protozoos
como Toxoplasma gondii y Eimeria arloingi son atrapados por las redes que
constiuyen los NETs promoviendo un efecto antiparasitario. Mientras que en algunas
bacterias, como Streptococcus pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa, los NETs
son inducidos pero sin mostrar dicho efecto microbicida, favoreciendo la
diseminacion de éstas. Finalmente en los ultimos afos se ha descrito que uno de los

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



aquellos en donde los pacientes poseen una disfuncion tanto cuantitativa y cualitativa
de los neutrofilos, debido a que estas células juegan un papel en impedir el progreso
de la enfermedad y a su vez, se ha reportado un efecto fungistatico y antifingico de
los NETs frente a hongos de relevancia clinica, entre ellos se encuentran Aspergillus

Sfumigatus, y C. albicans [12-16,19,75].

1.2 Caracteristicas generales de Candida

Candida albicans es el agente causal de la candidiasis y es uno de los
patégenos oportunistas que en los ultimos afios ha adquirido un mayor interés
médico, debido a los porcentajes altos en incidencia y mortalidad. Este hongo
comprende mas de 200 especies, pero solo ocho son las mas frecuentemente aisladas
en enfermedades del ser humano, siendo C. albicans la que sobresale ya que puede
aislarse hasta en un 85% de los casos. Sin embargo especies como C. parapsilopsis,
C. glabrata y C. tropicalis causan candidiasis invasiva y en conjunto con C. albicans
son la cuarta causa de infecciones nosocomiales del torrente sanguineo en los Estados

Unidos [17].

C. albicans, y otras especies, forman parte habitual de la biota normal de las
personas, teniendo predileccion por las mucosas. Una particularidad importante del
género Candida, es que no producen pigmentos meldnicos, formando colonias
cremosas, limitadas, planas, opacas, y en ocasiones rugosas o surcadas, de color
blanco o blanco-amarillento en el medio de crecimiento. Su morfologia microscopica
puede variar segun la especie: globosas, ovoides, elipticas y cilindricas; su

reproduccion asexuada o anamorfica es por blastoconidios (holobléstica) y la mayoria
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de las especies patdgenas pueden formar seudohifas, con excepcion de Candida
glabrata. Una de las principales caracteristicas que posee C.albicans es crecer de
manera dimorfica, es decir a una temperatura de 35-37°C se mantiene como
blastoconidias (2-10 milimetros de didmetro) y a 25°-30°C en un medio pobre de
nutrientes y tenso forman estructuras a partir de tubos germinales, denominadas hifas
o micelio verdadero (5-15 [Jilimetros de largo). Este dimorfismo es considerado uno
de los principales factores de virulencia de C. albicans [18,19], y reportes demuestran
que los NETs, actian capturando y eliminando a dicho hongo en sus dos formas

[20].

Posteriormente se demostrd que uno de los principales componentes de los
NETs, la calprotectina, proteina de los granulos del neutrdfilo, reduce el crecimiento
de C. albicans contribuyendo a la accion antifingica de los NETs contra este
patogeno [21]. Por lo que, es de relevancia investigar que tipo de proteinas granulares
de los NETs son eficientes contra las especies de Candida y que mecanismos del

hongo inducen a la formacion de NETs.

1.2.1 Enzimas hidrdéliticas de Candida

Por otra parte, los patdogenos también llevan a cabo diferentes estrategias para
invadir las células del huésped y al mismo tiempo evadir el sistema inmune. En el
caso de Candida spp., secreta diversos factores de virulencia, como enzimas
hidroliticas para la adhesion, invasion y destruccion de los tejidos, promoviendo
destruccion de las membranas celulares [22,23]. Entre los principales factores de

virulencia secretados, se encuentran las proteasas, cuya funcién es la hidrolisis de
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enlaces peptidicos, y las fosfolipasas que hidrolizan los fosfolipidos de las
membranas celulares [24]. Las proteasas contribuyen a la adhesion e invasion de los
tejidos, ademas tienen un amplio espectro de substratos, ya que degrada estructuras
de proteinas como la albumina, hemoglobinas hasta inmunoglobulinas o proteinas del
sistema inmune, y a su vez proveen del nitrogeno necesario para la supervivencia del
hongo [25-27]. Existen trabajos en los que la funcién de estas proteinas en la
virulencia de las especies de Candida ha sido documentado, sin embargo, otros
investigadores han encontrado que su presencia no necesariamente representa un
rasgo de virulencia para todas las especies. En este sentido, Parra-Ortega y cols.
realizaron un arbol filogenético de las familias aspartil proteasas secretadas o SAPs
(Secreted Aspartic Proteases) de especies de Candida clinicamente relevantes, en
donde demuestran que esta familia de genes esta presente en los genomas de C.
albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis, no siendo asi en C. glabrata y C. krusei,
especies que actualmente han tomado mayor relevancia en infecciones en pacientes

inmunocomprometidos [28].

Por otra parte, la relacion que poseen las fosfolipasas en la virulencia del hongo
han cobrado relevancia, ya que estudios demuestran que existe una expresion activa
de estas proteinas en las levaduras y en las hifas de C. albicas durante la invasion al
tejido, encontrandose de manera abundante en la parte apical de la hifa, en la
superficie de la levadura, asi como se ha observado que es secretada al medio
extracelular en tejidos profundamente invadidos por dicho hongo, como el tracto

gastrointestinal [29,30].
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Adicionalmente, estudios recientes han demostrado que otras especies
emergentes de importancia clinica incluyendo C. glabrata, y C. krusei poseen
actividad de fosfolipasas. D'Eca Junior y colaboradores al realizar pruebas de
fosfolipasas y proteasas de diferentes aislados clinicos de Candida, encontraron que
la mayoria de estos aislados clinicos, 56 (68.3%) fueron positivos a la prueba de
fosfolipasas, por otra parte, solamente 16 cepas (44%) resultaron positivas para la
produccion de proteasas [31-33]. En cuanto al tipo de las fosfolipasas secretadas por
las especies de Candida se tiene muy poca informacion y los resultados de los
estudios por los investigadores varian debido posiblemente al método utilizado para
este fin, ademas de que en estudios no se ha establecido una relacion con su posible
papel en la patogenia. Se ha reportado la secrecion de dos tipos de fosfolipasas: Ay C
en C. albicans (Abstr. Atti XIV Cong. Naz. Microbiol. Messina, abstr. P35 and P36,
1967), sin embargo otros investigadores al realizar un fraccionamiento crudo de
proteinas en filtrados de cultivo de C. albicans, encontraron actividad de tres tipos de
fosfolipasas; lisofosfolipasa, lisofosfolipasa transacilasa y fosfolipasa B. Otro grupo
encontro actividad de fosfolipasa D de esta misma especie [34-37]. Informacion
concerniente a los tipos de fosfolipasas secretadas por especies no pertenecientes al
grupo albicans es muy escasa, siendo solamente el Unico estudio realizado por
Clency y col., (Programs Abstr. 36th Annu. Meet. Infect. Dis. Soc. Am., abstr. 317,
1998) en donde se encontr6é actividad de fosfolipasa B y lisofosfolipasa en C.
glabrata, sin embargo informacidn pertinente a la cinética de produccion de estas

enzimas, o de otras especies no albicans de relevancia clinica no se describi6.
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La identificacion precisa de la cinética de produccion y la identificacion del o
los tipos de fosfolipasas secretadas por las especies de Candida de importancia
clinica resulta fundamental ya que se sabe que cada una posee diferentes funciones o
se encuentran localizadas en diferentes compartimentos de la célula, por lo que
podrian tener una relevancia en su patogenicidad o progresion de la enfermedad en

los pacientes inmunocomprometidos [38-43].

Existen diferentes tipos de fosfolipasas conocidos como fosfolipasas A,B,C, y
D, asi como sus subtipos. Dentro de las fosfolipasas A, estdn la A2 secretoria,
encargada del metabolismo de lipidos de membrana; la A2 citosolica con actividad
transacilasa y fosfolipasa; la A2 independiente de calcio con actividad de acil-
glicerol- transacilasa y tria-acil glicerol lipasa y la fosfolipasa A2 dependiente del
factor activador de plaquetas acetilhidrolasa (PAF-AH) implicada en el metabolismo
oxidativo de acidos grasos. Dentro de la fosfolipasas B, se encuentra la B1, la cual
tiene una hidrélisis preferencial en la posicion sn-2 del diacilfosfolipido y
diacilglicerol. En las fosfolipasas C, se encuentra la fosfolipasa C-G2 la cual es
crucial en el sefialamiento transmembrana y en las fosfolipasas D; se encuentran los
subtipos D4, asociada a enfermedades como la artritis reumatoide, y D5 la cual

interactiia con hormonas como la 17-B3-estradiol.(Figura 1).
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1.3 NETs Yy fosfolipasas

Las fosfolipasas poseen capacidad de actuar como enzimas degradadoras de
glicerofosfolipidos de las membranas celulares, dicha actividad es llevada a cabo al
reconocer de manera especifica diferentes fosfolipidos que actiian como blanco. Una
vez reconocido el enlace éster, es escindido, lo que promueve la sintesis de segundos
mensajeros celulares. Dicha capacidad deja en claro el papel de las fosfolipasas en la

transduccion de senales [30,44].

Como ejemplo de esto, se ha descrito la participacion de la fosfolipasa A2
citoplasmatica (cPLA2) en la hidrdlisis y activacion del 4cido araquiddénico en la
posicion sn-2 de los glicerofosfolipidos, en donde este 4acido participa como segundo
mensajero y contribuye a la sintesis de mediadores inflamatorios a través de la
generacion de ecosanoines (tromboxanos, prostaglandinas y leucotrienos). Dichas
moléculas son relevantes en la respuesta inflamatoria, pues se sabe que en las células
inmunes, entre los que se encuentran los neutrdfilos, al activarse esta via, se
incrementa su actividad microbicida frente a microorganismos patogenos, puesto que,
la via del 4acido araquidonico derivada de la fosfolipasa A2 citoplasmatica, actia
como un analogo a diacilglicerol (DAG), que activa directamente a la PKC y esta a su
vez estimula a la NAPH oxidasa y una redistribucién de la membrana durante la

fagocitosis [45-47].
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Adicionalmente, la generacion y activacion del acido araquidonico puede
llevarse a cabo mediante la accion de otras fosfolipasas, por ejemplo, se sabe que el
corte de fosfolipidos de membrana por medio de la accion de la fosfolipasa C (PLC)
genera dos productos, el fosfatidil inositol (IP3) y la 2,3 diacilglicerol o DAG, ésta
ultima enzima también 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

fosfatido fosfatasa (PA, producto primario de la PLD) produce diacilglicerol [44].

Con respecto a lo mencionado en los parrafos anteriores, la accion de estas
fosfolipasas convergen en la activacion de la PKC, la cual, es una de las moléculas
importantes en la induccion de NETs. La importancia de la activacion de la PKC en
la formacion de NETs ha sido demostrada ampliamente, mediante la utilizacion del
forbol miristato acetato (PMA), el cual es un analogo sintético del DAG que posee la
capacidad de activar directamente a la PKC e induciendo la generacion de ROS y la

formacion de NETs [48-51].

Actualmente, no existen estudios que describan el papel de las fosfolipasas en la
induccion de NETs, sin embargo, a través de lo documentado y descrito
anteriormente, las fosfolipasas A2 citosolica y B, al hidrolizar los fosfolipidos de la
membrana celular, dan origen a la formacion del acido araquidonico, el cual activa de
manera directa a la PKC, molécula principal en el proceso de la NETosis. Lo anterior
sugiere que las fosfolipasas pudiesen participar a través de la via del acido

araquidonico en la induccion de NETs. La figura 2 muestra este mecanismo
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sefialando la via de induccion de NETs mediante el forbol miristato acetato (PMA),

un clasico inductor quimico de NETs.

Fosfolipidos de ﬁﬁiﬁmﬁﬁﬁﬁmmﬁmﬁ
membrana M&HM%M&M&M&

| L
PMA

o srrmdTRmRTRERTRSRTIReS
Ac. Araquidénico AL G CICILICHL

I \ PKC DAG PLC
Prostaglandina E, Tromboxano A, Leucotrieno A \
cRaf1l PIP,
ROS | €&=] NADPH oxidasa MEK 1/2

ERK 1/2 fel niEmc

Figura 2. Mecanismo de induccion de NET's por fosfolipasas

En la actualidad, no se sabe cual mecanismo utilizan los hongos oportunistas
como Candida albicans en la induccion de NETs, pero una posibilidad seria que
dependiendo del tipo de fosfolipasas que expresen pudiesen activar a la PKC, a
través de la produccion de acido araquidonico, y de este modo promover la formacion

de NETs.
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

En la actualidad existe muy poca informaciéon acerca de los factores de

Candida que promueven la formacion de NETs por lo que la produccion de

fosfolipasas puede tener un papel importante en su induccidn, influir en la

eliminacion del hongo asi como en la patologia de la enfermedad.

Una mejor comprension de estos mecanismos sera de utilidad para desarrollar

estrategias mas efectivas para el control de las infecciones fingicas.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la capacidad de diferentes especies de Candida y de sus

fosfolipasas para inducir trampas extracelulares de neutréfilos.

3.2 Objetivos especificos

1. Identificar fenotipicamente las 4 especies de Candida de relevancia clinica
(C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. glabrata) obtenidas a partir de
hemocultivos.

2. Evaluar y determinar in vitro la produccion de fosfolipasas en levaduras de 4
especies de importancia clinica del género Candida.

3. Estudiar la capacidad de las cepas y de las fosfolipasas para inducir los NETs.
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CAPITULO 4

MATERIAL Y METODOS

4.1 Estrategia general

Para llevar a cabo el objetivo de este trabajo, se establecido la siguiente
estrategia general: A partir de una coleccion de 120 aislamientos clinicos de sangre,
se realiz6 la identificacion fenotipica de especies de Candida por los métodos
convencionales reportados en la literatura: prueba de filamentacién en suero,
produccion de clamidosporas y mediante el sistema API 20C AUX. Una vez
identificadas las especies, de una seleccion de éstas y mediante previa reactivacion en
medio liquido o sdlido se procedid a la determinacion de la actividad de fosfolipasas
por la prueba en agar yema de huevo. Se realiz6 la cinética de produccion de dichas
enzimas y finalmente se determind el crecimiento fingico con el propodsito de
correlacionar si la secrecion de fosfolipasas era dependiente de este. Finalmente se
realizo la induccion de NETs por las especies del género Candida seleccionadas y sus

fosfolipasas.

4.2 Identificacion fenotipica de especies de Candida

Para la realizacion de este trabajo, se analizaron una coleccion de 120 aislados
clinicos de hemocultivos con diagnostico presuntivo de Candida spp. Las cepas

fueron recolectadas de 2005 a 2013 en el Laboratorio de Micologia del Centro
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Regional de Control de Enfermedades Infecciosas (CRCEI), del Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn. Con el fin de identificar y seleccionar las especies que en la actualidad tienen
mayor relevancia clinica (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. glabrata), se

realizaron las siguientes pruebas de manera simultanea:

4.2.1 Prueba de filamentacion

A partir de un cultivo fresco (24h) de Candida spp., se tomd una muestra que
fue inoculada en 0.5mL de suero humano y se incubd a 37°C durante 3h.
Posteriormente se realizd una prueba en fresco para observar al microscopio (40X) la
formacion de tubos germinales, los cuales se caracterizan por una pequefia
prolongacion filamentosa proveniente de la célula levaduriforme, sin constriccion en

el punto de origen. Esta prueba es presuntiva de C. albicans.

4.2.2 Prueba de produccion de clamidosporas

Se tomo6 a partir de un cultivo fresco (24h) de Candida spp una muestra de
levaduras para ser inoculada en agar harina de maiz (Corn-meal Agar, BD, BBL™)
que contiene tween 80 para reducir la tension superficial y aumentar la formacion de
hifas y blastoconidias. El cultivo se incubd a 37°C durante 72h., y se realizd un
examen en fresco para observar al microscopio la formacion de esporas asexuales de
paredes gruesas y refringentes, llamadas clamidosporas, que pueden estar intercaladas
o en posicion terminal de las hifas tabicadas o septadas. Esta prueba es presuntiva de

C. albicans.
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4.2.3 Identificacion por el sistema API 20C AUX

Con el propdsito de identificar las cepas no C. albicans y confirmar las cepas
C. albicans, se llevo a cabo la determinacion por medio del sistema API 20C AUX.
En ésta, se tomd una muestra a partir de cultivos frescos (24-48h) de Candida spp,
para realizar un inoculo en solucién salina estéril y ajustarlo al tubo No. 2 del
nefelémetro de McFarland (equivalente a 6 x 10® células/mL). Después se tomaron
100uL de la solucidn, para colocarlo en una solucion enriquecedora (API 20C AUX)
y posteriormente se cubrieron las 20 cupulas de la tira API 20C AUX (Biomerieux,
Durham, NC ), las cuales contienen 19 substratos deshidratados y permiten efectuar
ensayos de asimilacion de carbohidratos: D-glucosa (GLU), glicerol (GLY), 2-ceto-
gluconato célcico (2KG), L-arabinosa (ARA), D-xilosa (XYL), adonitol (ADO),
xilitol (XLT), D-galactosa (GAL), inositol (INO), D-sorbitol (SOR), Metil-aD-
glucopiranosida (MDG), N-acetil-glucosamina (NAG), D-cellobiosa (CEL), D-
lactosa (origen bovino) (LAC), D-maltosa (MAL), D-sacarosa (SAC), D-trehalosa
(TRE), D-melezitosa (MLZ), y D-rafinosa (RAF). Adicionalmente, una de éstas
cupulas contiene un control negativo, el cual también fue incluido colocando sélo el
medio enriquecedor sin indculo. Se llevo a incubacion a 30°C (Incubadora American
Gold Series, modelo 1S-81). La lectura final se hizo a las 72h, y seglin el perfil de
asimilacion de carbohidratos, se realizo la identificacion de las cepas (sistema de

identificacion disponible en linea: apiWeb .biomerieux.com).
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4.3 Determinacion de la produccién de fosfolipasas

Para la determinaciéon de la actividad y la cinética de produccion de
fosfolipasas de las especies de Candida previamente identificadas, se utiliz6 medio
con yema de huevo base Sabouraud y para determinar el crecimiento fungico se
utiliz6 medio PDA (Agar papa dextrosa) (BD, Sparcks, MD). La metodologia

utilizada se describe en la figura 3 y a continuacion se menciona de manera detallada.

4.3.1 Actividad y cinética de produccion de fosfolipasas en cepas reactivadas en

medio solido

Cepas de Candida previamente identificadas, fueron sembradas en agar
Sabouraud (AS), (BD, Sparks, MD), para ser reactivadas metabolicamente. A partir
de cultivos frescos crecidos a 24h., se inoculd una muestra en solucion salina estéril
al 0.8% y se ajustd a un indculo de 1x107 UFC/ml que equivale al 20% de
transmitancia a 590nm., utilizando un espectrofotometro (Sequoia-Turner, modelo
340). Una vez ajustado el indculo, se procedid a realizar la prueba de fosfolipasas,
colocando SuL del indculo en un agar dextrosa Sabouraud modificado con yema de
huevo (BD, Difco, Franklin Lakes, NJ) y se incub6é a 37°C, llevando a cabo una
lectura cada 24h, durante 4 dias. Para aquellas cepas de Candida que resultaron
productoras de fosfolipasas se observd la formacion de un halo alrededor del
crecimiento de la colonia en el medio de cultivo. La actividad de fosfolipasas fue
cuantificada mediante los valores del indice Pz, basado en la medicion del didmetro
de la colonia /total del diametro de la colonia méas el halo de precipitacion. Asi, un

valor de Pz <0.69 equivale a una actividad muy fuerte, un Pz= 0.70-0.79 (actividad
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fuerte), Pz= 0.80-0.89 (actividad leve), Pz= 0.90-0.99 (actividad débil) y Pz= 1

(Negativo).

Una vez realizada la prueba de fosfolipasas para todas las especies de
Candida, se selecciond una muestra de cepas productoras o no productoras de
fosfolipasas. Como control negativo se utilizo una cepa de Trichosporum asahii, la
cual no es productora de fosfolipasas, y una cepa ATCC de C. albicans como control

positivo.

4.3.2 Actividad y cinética de fosfolipasas en cepas crecidas en medio liquido

Para la prueba de fosfolipasas de las especies de Candida crecidas en medio
liquido, se inoculd una muestra de levaduras a partir de las cepas previamente
reactivadas en cultivo fresco de 24h, en 4mL de caldo soya tripticasa o TSC (BD,
Sparks, MD). Posteriormente las cepas fueron incubadas a 37°C durante 24h, 72h y
120h, a los cuales de manera independiente se les realizo la siguiente metodologia:
las muestras se centrifugaron a 3000rpm, durante 15 minutos (DYNAC. Modelo
420101), donde se obtuvo el sobrenadante, el cual se almacen6 a 4°C para los
siguientes estudios y el pellet, este se ajusto al indculo establecido (1x10” UFC/mL) y
se llevo a cabo el mismo procedimiento de la prueba en medio con yema de huevo.
En cada punto de estos tiempos de crecimiento mencionados se realizd la prueba de

fosfolipasas por 4 dias tomando en cuenta la actividad de la enzima cada 24h.
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4.3.3 Determinacion del crecimiento

Para la determinacion del crecimiento de las cepas de Candida crecidas tanto
en medio liquido como en medio so6lido, se llevd a cabo la metodologia mencionada
en las secciones anteriores (4.3.1 y 4.3.2 respectivamente), con la diferencia que al
ajustar el pellet obtenido del medio liquido o la muestra de levadura del medio s6lido
al in6culo ya establecido, se procedid a colocar SuL. de esta solucion en PDA y se
incubd a 37°C. La lectura se llevo a cabo cada 24h durante 4 dias, tomando la porcion
de crecimiento de la colonia en el agar e inoculando en 3mL de soluciéon salina
estéril, para su posterior lectura a 600nm en el espectrofotdmetro. Una vez que se

obtuvo la densidad 6ptica, se realizé una equivalencia, donde 1 OD = 3x107 UFC/mL.
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Incubacién 37°C

/:

Pre-cultivo de
cepas Candida spp.

o

Cultivos reactivados
de Candida spp.

(@}

Cinética de Crecimiento Indice Pz

PDA 37°C/5 dias 37°C/ 5 dias.

Ajuste de inéculo: 20%T =
1X10’ UFC/mL

OD: 600nm

Figura 3. Metodologia para la actividad de fosfolipasas y determinacion crecimiento
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4.4 Induccion de NETs por especies de Candida y sus fosfolipasas

Para llevar a cabo la siguiente prueba, las especies de Candida seleccionas
fueron previamente reactivadas en agar Sabouraud y ademads otra parte fue crecida en
medio liquido tomando un punto en el tiempo (24-96h), de acuerdo con los resultados
de las cinéticas. La metodologia para obtencion de los neutréfilos e induccion de

NETs se describe a continuacion.

4.4.1 Obtencion y purificacion de neutroéfilos

Se realizaron extracciones de sangre periférica de donadores sanos en tubos
con EDTA (BD vacutainer, Franklin Lakes, NJ.) y las muestras fueron colocadas
(7mL) en tubos coénicos de polipropileno de 15mL sobre la cantidad equivalente de
Histopaque 119 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Se centrifugaron a 800 x g durante
20 minutos, con freno minimo (valor de 3) (Symphony, modelo 4417R). Las fases
correspondientes al suero, monocitos y linfocitos (capa celular superior) se
desecharon y se recolect6 la capa inferior, correspondiente a los polimorfonucleares
(PMN) con una pipeta pasteur, cuidando que la fase roja (eritrocitos) no se recolecte
junto con esta. Los PMN recolectados fueron lavados con 2mL de PBS 1X (a partir
de PBS 10X: 1,370 mM NacCl, 27mM KCI, 100mM Na;HPO4, 18mM KH>PO4, pH
7.4) mediante centrifugacion a 300 x g durante 10 minutos. Los PMN fueron
separados de los eritrocitos remanentes mediante un gradiente de Percoll (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO). El gradiente de Percoll se prepar6 a partir de una solucion al
100% (9 partes de Percoll mas 1 parte de PBS 10X). Se prepararon 5 porcentajes

adicionales en 5 tubos de 15mL de la siguiente manera: de la soluciéon Percoll al
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100% se tomaron los siguientes volumenes para las distintas fases, 6.5mL (65%),
7.0mL (70%), 7.5mL (75%), 8.0mL (80%) y 8.5mL (85%) de esta solucion y se
llevo a volumen total de 10mL con PBS 1X en cada tubo. A continuacion, en otro
tubo, se colocd cuidadosamente 2mL de cada gradiente de Percoll ya preparado,
empezando desde el mas concentrado (85%) al menor concentrado (65%). Se
resuspendié y mezcl6 el pellet de células PMN en 4mL de PBS, y se transfiri6 2mL
de éste a la parte superior del tubo con los diferentes gradientes de percoll. Se
centrifugd durante 20 minutos a 800 x g (sin freno). Posteriormente se colectd la
interfase entre las capas del 70 y 75% de percoll en un tubo de 15mL y se lavo de
nuevo con PBS, mediante centrifugacion a 300 x g por 10 minutos. Finalmente las
células fueron resuspendidas en medio RPMI suplementado con 10mM HEPES y
0.5% HSA (Life Technologies, Mainway Drive Burlingont, ONT). Los neutrofilos se
cuantificaron mediante su conteo directo en camara de Neubauer (Propper, NY,
11101) y se determino la viabilidad de las células mediante tinciéon con azul de

tripano.

4.4.2 Induccion de NETs

Los neutréfilos (2x10°/mL) fueron sembrados en medio RPMI (suplementado
con 10mM HEPES y 0.5% HSA) en una placa con 24 pozos (300uL/pozo) y se
incubaron por 20 minutos a 37°C (Shel Lab, modelo 5215) para permitir su
adherencia. Posteriormente se afadieron los siguientes tratamientos: cultivos de
especies de Candida (MOI 1:100, 50 pL/pozo) sobrenadante del cultivo liquido al

4% (50uL/pozo) o 40 nM PMA (50uL/pozo) (Sigma, Saint Louis, MO) para inducir
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la formacioén de NETs. Se incluyé como control negativo, neutréfilos sin estimular, y
como control positivo, neutrdfilos estimulados con PMA. Se incubaron a 37°C
durante 3h y posteriormente se le afiadi6 a cada pozo 10uL de Sytox Green
(Molecular probes, Life Techonologies, Eugene, OR), y se incubaron en oscuridad
por 10 minutos a temperatura ambiente. Adicionalmente en algunos casos las cepas
fueron previamente fijadas con paraformaldehido al 4%. Se realiz6 la cuantificacion
de la expansion nuclear y se analizo la morfologia de las células a través de un

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

4.4.3 Preparacion de diferentes multiplicidad de infecciéon (MOI) y tratamientos

Para determinar la induccion de NETs por las especies de Candida, las cepas
que fueron reactivadas en medio solido, o las que se trataron en medio liquido fueron
ajustadas al 40% de transmitancia (2x10’7 UFC/mL) con solucién salina al 0.85%
estéril, siendo éste un MOI equivalente a 1:100. Para un MOI de 1:10 (2x10°), se
colocaron en un tubo eppendorf, 100puL de la solucion anterior anadiendo 900uL de
RPMI, y para una MOI de 1:1 (2x10°), se colocé de igual forma en un tubo
eppendorf, 100pL de la solucion anterior afiadiendo 900puL de RPMI. Los
sobrenadantes del cultivo crecido en medio liquido fueron afiadidos a los neutréfilos a
diferentes concentraciones (40% y 4%), asi como el medio de cultivo (Agar soya

tripticasa) sin indculo, utilizado para el crecimiento de la cepa.
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4.4.4 Cuantificacion de la expansién nuclear

Una vez realizada la induccion de NETs, utilizando un microscopio de
fluorescencia, se capturaron imagenes de fluorescencia y su correspondiente campo
claro o contraste de fases de al menos 5 campos al azar con el filtro FITC (ex=480/;
em=535/50) usando el objetivo de 20X. Posteriormente las imagenes obtenidas
fueron procesadas en el programa Image J (Version 1.47) de la siguiente manera. Por
medio de la imagen de fase de contraste de la muestra, se hizo un conteo de la
cantidad de células totales por campo, utilizando el contador de células “plug in” del
programa mediante los siguientes comandos: Plug-in — Analyze — Cell counter —
Initialize — Select the desired type — count. El nimero total de células fue
registrado en una hoja de Excel (Microsoft Excel 2011 para Mac, Version 14.1.0).
Después se trabajo con la imagen de fluorescencia por el sytox, transformandola en
una imagen blanco y negro de 8-bit en este programa (Comandos: Image— type— 8-
bit). Se ajusto6 la luz y contraste de la imagen para hacer claramente discernibles las
células enteras del ruido del fondo, haciendo click para aplicarlo (Comandos:
Image— Adjust — Brightness/Contrast— Apply). Se ajustd posteriormente, el umbral
de la imagen (en la tabulacion de la imagen se selecciond “Adjust” y después
“threshold” y en las opciones se seleccion6 “Default”, fondo rojo y negro). Se movio
la pestafia deslizante superior hasta que el color rojo cubri6é por completo las células,
evitando la aparicion de ruido en la imagen (Comandos: Image — Adjust —
Threshold (select Default, Red and Dark background) — Apply). Luego, usando las
herramientas de dibujo, se eliminaron las células del borde de la imagen, y
manualmente se separaron las células, seleccionando la herramienta brocha o

“paintbrush”. Se analizaron las imagenes para obtener el area pixel correspondiente
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de cada célula, para esto se seleccion6 en la tabulacion “Analyze”, “Analyze particle”
y se establecido los valores de tamano 100-Infinito, mostrando los contornos y
comprobando los resultados de la pantalla, haciendo click en aceptar (Comandos:
Analyze — Analyze Particle <set Size: 100-Infinity, Show: Outlines and check

Display results> — OK).

Posteriormente si se dividieron adecuadamente las células, el programa debe
ser capaz de contar las células individuales (indicado por un nimero rojo dentro de
cada célula). Una vez realizado esto, se copiaron los datos del nimero de evento y
area que se muestran en la ventana de resultados y se pegaron en el documento de
Excel en una nueva columna llamada Imagen J resultados. Luego, en la misma hoja
de Excel, se cre6 una columna llamada BINS, el cual es un rango de los nlimeros en
incremento que cubren desde el valor minimo al maximo obtenido por el area de
todos los tratamientos. En la siguiente celda se calculd la frecuencia de cada dato en
el tratamiento, insertando la funcién “Frecuencia” y se introdujo el rango de datos
para el area del tratamiento de la matriz de datos y el rango de los datos para los
contenedores de la matriz de BINS, haciendo click en aceptar. La funcion sélo
devolvera el primer valor; de ésta extender la seleccion para toda la gama de valores
de Bins. Después se hizo click sobre la formula y se introdujo el comando <Ctrl> +

<Shift> + <Enter>.

Los datos fueron convertidos al porcentaje de células positivas al sytox
dividiendo los valores de frecuencia por la cantidad total de células determinadas de
la imagen de contraste de fase, y se trazd el porcentaje de células Sytox-positivas

dentro del rango del 4rea ADN en pm? (dividir los valores de la matriz de Bins por el

32



diametro estimado en una etapa no estimulada de los neutrdéfilos humanos ,10um). En
general se puede considerar una célula NETotica a la que presenta ntcleos
descondensados y supera la superficie media normal de neutréfilos no estimulados

(80um?), suponiendo una forma circular y el uso de 7 x 12,

4.4.5. Ensayo de inmunofluorescencia

Se analizaron los NETs inducidos por inmunofluorescencia. Para esto se
prepararon previamente los anticuerpos por dilucioén en un buffer de incubacion (BSA
al 3% en PBS 1x) y después de sembrar los neutréfilos (2x10° células/pozo) en medio
RPMI sobre cubreobjetos de 13mm en placas de 24 pozos, se afadieron los
tratamientos con las especies de Candida asi como los controles respectivos y se
incubd durante 3h a 37°C para inducir la formacion de NETs. Posteriormente se
fijaron las células con 4% de paraformaldehido (concentracion final), y se incubd por

10 minutos o el tiempo requerido a temperatura ambiente.

Se prepard una cdmara humeda recubriendo el fondo de una bandeja con
toallas de papel huimedo, descartando el exceso de agua y extendiendo bien el papel
para eliminar las arrugas. Se cort6 el parafilm del tamano adecuado y se puso sobre
las toallas de papel hiimedo afiadiendo agua de nuevo y eliminando el exceso. Con el
uso de pinzas y una aguja, se sacaron los cubreobjetos de los pozos y se colocaron en
la cdmara humeda, etiquetandolos adecuadamente. Luego, se lavaron cuidadosamente

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

uL de buffer de permeabilizacion, Triton 100x al 2% (50uL de Triton 100x en 2.5mL
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de PBS 1x) cubriendo cada cubreobjetos y se incubd por 15 minutos a temperatura
ambiente. Se lavd de nuevo 2 veces con 100 puL de buffer BSA al 3% en PBS 1x.
Después se afiadieron los anticuerpos primarios previamente diluidos 1:100,
utilizando anti-calprotectina (Anti-raton, monoclonal) y anti- Mieloperoxidasa (Anti-
Humano, policlonal) (Dako, Agilent Technologies, Carpinteria, USA), los cuales
fueron incubados durante 1h a 37°C y de nuevo se lavd 2 veces con buffer BSA al 3%
en PBS Ix. Finalmente se afiadieron 50uL de los anticuerpos secundarios, Alexa
Fluor 488 conejo-anti-raton IgG (Life Tecnologies, Thermo Fisher, USA) con
fluorescencia verde y Alexa Fluor 568 cabra anti-conejo (Life Tecnologies, Thermo
Fisher, USA) con fluorescencia roja, diluidos ambos a 1:300 con la solucion Buffer,
éstos fueron incubados por 45 min a temperatura ambiente en oscuridad. Se lavo 2
veces con 100 pL de buffer BSA al 3% en PBS 1x, y se agregd 50 uL de DAPI
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO ) previamente diluido (990uL Buffer mas 10uL
DAPI) a cada tratamiento para tefiir los nucleos, llevdndose a incubacion a
temperatura ambiente en oscuridad durante 15 minutos. Se montaron laminillas para
su andlisis por microscopia de fluorescencia colocando los cubreobjetos
cuidadosamente en una gota de glicerol al 70% sobre portaobjetos y se adquirieron

imagenes de los diferentes campos.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1 Identificacion fenotipica de especies de Candida

En la figura 4 y 5 se muestran los resultados obtenidos de la prueba de
filamentacion y clamidosporas respectivamente realizada para las 120 cepas de
Candida spp. provenientes de aislados clinicos de sangre, asi como una imagen
representativa de cada una, siendo un 25% de cepas positivas para la prueba de
filamentacion y clamidosporas y un 75% negativas para ambas pruebas. Las cepas
que fueron positivas para ambas pruebas ya mencionadas y presuntivas de
C.albicans, se observo la formacion del tubo germinal, el cual es una prolongacion
filamentosa originada de la célula levaduriforme (filamentacién) y también se
observd la formacion de esporas asexuales (Clamidosporas), intercaladas o en la
porcion terminal de las pseudohifas que son refringentes al microscopio y que se

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

A continuacion, para la identificacion 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, resultando en 120 cepas
que correspondian a las 4 especies de relevancia clinica, donde el 25% de las cepas

positivas a la prueba de filamentaciéon y clamidosporas (n=30) fueron todas
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identificadas como C.albicans por dicho sistema bioquimico y el resto (75%) de
cepas negativas a las dos primeras pruebas fueron identificadas como no C.albicans.
El perfil de asimilacion de carbohidratos mas representativo de cada especie asi como
su respectivo porcentaje de especificidad por esta prueba se muestra en la tabla 3,
resultando para las cepas C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata y C. tropicalis un
99.60%, 99.90%, 99.30% y 95.70% de especificidad de identificacion mas frecuente,
variando en su perfil bioquimico 8/30 cepas en carbohidratos como xilitol y trealosa
en C. albicans, 8/30 cepas en carbohidratos como glicina, arabinosa, D-xilosa y
adonitol en C. parapsilosis, 1/30 cepas en carbohidratos como trealosa en C.
glabrata y 5/30 cepas en carbohidratos como xilitol, inositol, D-cellobiosa y D-

lactosa en C. tropicalis (Tablas 4-7, Apéndice B).
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A) B)

Filamentacion

¥ positivas

W Negativas

Figura 4. Prueba de filamentacion. En la figura (A) se muestra el porcentaje de las
200 cepas de Candida spp. que fueron positivas (25%) y negativas (75%) a esta
prueba. En la figura de la derecha (B) se observa la formacion de un tubo germinal, el
cual es una prolongacién filamentosa originada de la célula levaduriforme,

caracteristico de C. albicans.
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A) B)

Clamidosporas

B positivas

W Negativas

Figura 5. Prueba de clamidosporas. En la figura de la izquierda (A) se muestra el
porcentaje de las 200 cepas de Candida spp. que fueron positivas (25%) y negativas
(75%) a esta prueba. En la figura de la derecha (B) se observa la formacion de
esporas asexuales, intercaladas o en la porcion terminal de las pseudohifas

refringentes al microscopio, presuntivas de C. albicans.

38



Tabla 3. Identificacion por el sistema API 20C AUX.

Frecuencia de
identificacion de las

Candida spp. | GLU | GLY | 2KG |ARA|XYL|ADO XLT GAL|INO[SOR MDG | NAG |CEL|LACIMALSAC TREMLZ RAF cepas Candida spp.

% de
especificidad

+

30120

89.60%

+

+

30/120

85.90%

301120

89.30%

C.albicans + - + N
C. parapsilosis + + RS ENRE
C.glabrata +

C. tropicalis + - . NERE

30120

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 andlisis de cada una.

5.2 C. albicans

Se realiz6 la determinacion de produccion de fosfolipasas de las 120 cepas

previamente identificadas, ya que el porcentaje de especificidad de la prueba fue alta

para todas y la frecuencia de la variacion en el perfil bioquimico fue bajo. Dichas

cepas fueron activadas y crecidas en medio s6lido (AS) y se llevo a cabo el método

en agar yema de huevo. A partir de dicho analisis se realiz6 una seleccion de estas

para los siguientes estudios.

5.2.1 Produccion de fosfolipasas

La figura 6 muestra los resultados obtenidos de la actividad de fosfolipasas de

las cepas de C. albicans (n=30) con base al valor o “indice Pz”, observandose un 97%

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

39



formacion de distintos halos de precipitacion en el agar con yema de huevo por
accion 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 C. albicans, en diferentes porcentajes.

En la figura 8 se muestra la cinética de la actividad de fosfolipasas (indice Pz;
eje “y”) de las cepas C. albicans previamente seleccionadas con base a los resultados
anteriores. Las mediciones se llevaron a cabo cada 24h durante 4 dias (eje “x”), tanto
para aquellas crecidas y activadas en medio s6lido, como aquellas cepas crecidas en
un medio liquido por 24h, 72h y 120h como se describe en la metodologia. Se
observéd una actividad similar de fosfolipasas para los diferentes tratamientos a las
96h de la prueba (4° dia), sin embargo las cepas de cultivo tardio (120h), su actividad
es lenta y pierden la produccion del halo marcado. Adicionalmente, en esta misma
figura se muestran imagenes representativas (a los 4 dias de la prueba, para todos los
grupos) de 4 de estas cepas que produjeron los 2 halos mas caracteristicos (halo muy
marcado, y halo transparente con actividad alta para ambos), en los 3 diferentes
tiempos de crecimiento en medio liquido. Se incluye el control negativo a un aislado
de T.asahii el cual se conoce previamente como no productor de estas enzimas, el
cual fue probado en las mismas condiciones que los aislados de Candida. En la figura
9 se muestra la cinética de crecimiento de las cepas C. albicans, obtenidos de la
medicion a través de la densidad oOptica. La medicion es reflejada como levaduras
/mL  (ejey”) el cual también se realizd cada 24h durante 4 dias (eje “x”). Es
interesante mencionar que en las cepas asi como en el control negativo se observa que
el crecimiento es mayor en las cepas crecidas en medio solido que para las crecidas

en medio liquido.
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Figura 6. Actividad de fosolipasas de cepas de C. albicans. Todas las cepas (n=30)
fueron activadas en medio sélido (AS) y posteriormente fueron inoculadas en agar
con yema de huevo, donde se midid la actividad de fosfolipasas en base al indice Pz:
Muy alta, alta, leve, débil o negativa. El porcentaje mas alto (97%) mostré una

actividad muy alta para esta especie.
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1 1/30 = Negativos

Figura 7. Produccion de halos por cepas de C. albicans. Se realizd una

categorizacion de acuerdo a las formas de precipitacion de halos dentro de esta
especie durante los 4 dias 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 translicidos o transparentes (A,D) y

3% fue negativo a la prueba (A,E).
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Figura 8. Cinética de produccion de fosfolipasas de C. albicans. En la figura A, se
muestra la cinética de actividad de fosfolipasas de una cepa de C.albicans (halo muy
marcado con actividad alta) en base al valor Pz, llevada a cabo con diferentes
tratamientos (cultivo y pre-cultivo en medio sélido y liquido a 24h, 72 h'y 120 h de
incubacion a 37°C) alcanzando la misma actividad de fosfolipasas a los 4 dias para
todos los tratamientos. En la figura B, se muestran imagenes representativas de las
cinéticas de fosfolipasas de 2 cepas crecidas en medio sélido y liquido a 4 dias de la
prueba. Las cepas mas tardias (120h) pierden la produccion del halo marcado. Se

incluye como control negativo a T.asahii.
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Figura 9. Determinacion del crecimiento de cepas de C. albicans. Esta grafica
muestra las cinética de crecimiento de las cepas (n= 8) tanto las que fueron crecidas
en medio so6lido, como en medio liquido (24h,72h, y 120h de incubacion a 37°C)
previamente. Las lecturas se realizaron en el espectrofotometro (Densidad Optica
600nm), el eje “y” representa la cantidad de levaduras por mL (10D= 3X10’
UFC/mL). La prueba se realiz6 cada 24 h durante 4 dias (eje x), para ambos grupos.
Las cepas crecidas y activadas en medio solido (AS) tuvieron un crecimiento mayor,

comparandolos con las cepas previamente crecidas en medio liquido por diferentes

tiempos. Se incluye como control negativo a T.asahii.
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5.2.2 Inducciéon de NETs por C. albicans

Se ha reportado que C.albicans induce a la formacion de NETs, sin embargo se
desconoce el mecanismo de dicha induccién [20], por lo que en este estudio se
analizé la induccion de NETs por aislados clinicos de C.albicans y su correlacion

con la actividad de fosfolipasas de dicha especie.

En la figura 10 se muestra la prueba de induccion de NETs promovida por C.
albicans. En el panel de la izquierda se muestra la fotografia correspondiente al
campo claro con el fin de demostrar la presencia de neutréfilos donde se muestra en
campo claro la presencia de las células (2x10° Neutréfilos/campo) y en el panel
adjunto se muestra la respectiva imagen de fluorescencia, utilizando el fluoréforo
impermeable a células vivas sytox Green, el cual permite la identificacion de las
células NEToticas (color verde). Como control negativo se usaron neutrofilos no
estimulados y como control positivo, neutrofilos estimulados con PMA.
Adicionalmente, se incubaron neutréfilos con medio de cultivo liquido de crecimiento
de las células fungicas (TSC 4%) y el sobrenadante de C. albicans (4%) crecida a un
tiempo de 48h. La cuantificacion de la expansion nuclear se incluye en una grafica
representativa, en donde un desplazamiento hacia la derecha de la curva es indicativo
de células en proceso de NETosis, puesto que corresponde a un aumento del area
nuclear del neutréfilo (>100um?), considerando que para un neutréfilo dicha 4rea
tiene un rango de 80-100 pm?. En esta grafica se observo el desplazamiento hacia la
derecha de la curva correspondiente al sobrenadante de C.albicans a diferencia del

control negativo. Adicionalmente, en esta grafica se incluye un control fosfolipasa
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negativo de la cepa T.asahii bajo las mismas condiciones. La figura 11 muestra la
induccion de NETs por una cepa de C.albicans crecida y activada tanto en medio
solido y liquido a 48h a una MOI de 1:100, por otra parte, también se muestra la
discreta induccion de NETs por la cepa control T.asahii crecida en las mismas
condiciones a 48h a una MOI de 1:100. Para ambas cepas se incluyen las graficas de

cuantificacion de la expansion nuclear.

La figura 12 muestra la induccion de NETs por una cepa de C.albicans (MOI
1:100) crecida en un medio liquido por 120h de incubacidn, 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 grafica de la

cuantificacion de la expansion nuclear.
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Figura 10. Inducciéon de NETs por factores secretados presentes en el sobrenadante de aislados de C.albicans. Se observa la induccion de NETs en el sobrenadante del
medio de crecimiento de C.albicans (A), reflejado en la grafica de la cuantificacion nuclear con células sytox Green con desviacion a la derecha a comparaciéon del control
negativo (B). Pobre o nula induccion de NETs por el sobrenadante de T.asahii (C) con un bajo porcentaje de células con desviacion a la derecha (D) en la grafica de

cuantificacion de expansion nuclear. Controles positivos y negativos asi como el medio de cultivo de crecimiento (TSC 4%) para ambas cepas son mostrados, con una alta y baja
o nula induccién de NETs respectivamente. 47
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Figura 11. Induccién de NETs por aislados de C.albicans. Se observa robusta induccion de NETSs por cepas de C.albicans con actividad alta de fosfolipasas crecidas en medio
solido y liquido a una MOI de 1:100 (A), lo que se refleja en la grafica de la cuantificacion nuclear con células sytox positivas con desviacion a la derecha para ambas condiciones a
comparacion del control negativo (B). Pobre o nula induccion de NETs por T.asahii crecida en medio liquido y sélido a una MOI 1:100 (C) con un bajo porcentaje de células con
desviacion a la derecha (D) en la grafica de cuantificacién de expansion nuclear. 48
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Figura 12. Induccién de NETs por aislados de crecimiento tardio de C.albicans. Se observa robusta induccion de NETs por cepas de C.albicans y del sobrenadante de
dicho aislado a una MOI de 1:100, con actividad alta de fosfolipasas crecidas en medio liquido por 120h de incubacién a 37°C (A), lo que se refleja en la grafica de la
cuantificacion nuclear con células sytox green positivas con desviacion a la derecha para el sobrenadante como para la cepa a comparacion del control negativo (B) (C).

Controles positivos y negativos asi como el medio de cultivo de crecimiento (TSC4%) para ambas cepas son mostrados, con una alta y baja o nula induccion de NETs
respectivamente.
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5.2.3 Demostracion de la presencia de granulos liticos en los NETs promovidos por

C.albicas por medio de inmunofluorescencia

La presencia de los granulos liticos del neutréfilo en las trampas extracelulares fue
demostrada por inmunofluorescencia. En la figura 13, neutrofilos tratados con C.albicans,
fueron tratados con anticuerpos dirigidos contra la mieloperoxidasa (Rojo) y la
calprotectina (Verde), los cuales en condiciones no estimuladas se observan dispersos en la
célula, sin embargo, después del estimulo dicha localizacion cambia y ahora se observan
cerca del nucleo, correlacionada con la intensa colocalizacion de ambos granulos. También
se utilizo6 el colorante DAPI para tefiir el nicleo, de manera interesante, se observa la
pérdida de la lobulacion nuclear normal en los granulos no estimulados que da lugar a una
expansion nuclear correspondiente a la formacion de los NETs en la células estimuladas
por C.albicans, lo que fue similar a comparacion del control positivo (neutréfilos inducidos
con PMA). En esta figura también se muestra a un neutréfilo puesto en contacto con la cepa
control fosfolipasa negativo, 7. asahii, en donde el neutrofilo conserva sus granulos en el
citoplasma y la forma lobulada de su nucleo, similar a comparacion del control negativo,

los cuales son neutréfilos incubados con medio RPMI, sin estimulo.
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Figura 13. Ensayo de inmunofluorscencia de neutréfilos inducidos con C.albicans, (MOI
1:100) utilizando anticuerpos dirigidos contra la calprotectina (Verde) y mieloperoxidasa (Rojo).
El Dapi fue utilizado para tefiir el nticleo (Azul) y se observa la intensa colocalizacion (Merge)
de ambos granulos cerca del nlicleo expandido, a diferencia del control negativo (Naive o sin
tratamiento). Neutrofilos inducidos con 7. asahii se observan en esta figura, mostrando el ntcleo
lobulado y menor colocalizaciéon de granulos a diferencia del control positivo (Neutrofilos
inducidos con PMA).



5.3 C. tropicalis

Para la realizacion de los siguientes ensayos, de las 120 cepas de Candida spp. se

utilizaron las 30 especies previamente identificadas de C. tropicalis.

5.3.1 Produccion de fosfolipasas

La figura 14 muestra los resultados obtenidos de la actividad de fosfolipasas de las
cepas de C. tropicalis con base al valor o “indice Pz”, observandose un 100% de actividad
muy alta dentro de esta especie. En la figura 15, se muestra la produccién de halos de
precipitacion observados de estos aislados en el agar con yema de huevo por accion de las
fosfolipasas, los cuales fueron categorizados como halo translicido grande y halo marcado,

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

En la figura 16 se muestra la cinética de la actividad de fosfolipasas (indice Pz; eje
“y”) de las cepas C. tropicalis previamente seleccionadas con base a los resultados
anteriores. Las mediciones se llevaron a cabo cada 24h durante 4 dias (eje “x”), tanto para
aquellas crecidas y activadas en medio sélido, como aquellas cepas crecidas en un medio
liquido por 24h, 72h y 120h como se describe en la metodologia. Se observé una actividad
similar de fosfolipasas a las 96h (4° dia) de la prueba para las cepas crecidas en medio
solido como en medio liquido a un tiempo temprano (24h y 72 h), sin embargo, la actividad
de fosfolipasa fue mayor en aquellas cepas crecidas en un medio liquido de tiempo tardio
(120h). Adicionalmente, en esta misma figura se muestran imagenes representativas (a los

4 dias de la prueba, para todos los grupos) de 4 de estas cepas que produjeron halos
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translucidos grandes, los cuales se mantuvieron esta forma durante la prueba sin mostrar
ningin cambio. Se incluye el control negativo a un aislado de T.asahii el cual se conoce
previamente como no productor de estas enzimas, el cual fue probado en las mismas
condiciones que los aislados de Candida. En la figura 17 se muestra la cinética de
crecimiento de las cepas C. tropicalis, obtenidos de la medicion a través de la densidad
optica. La medicién es reflejada como levaduras /mL (eje“y”) el cual también se realiz6d
cada 24h por 4 dias (eje “x”’). Se observo que a pesar de que el crecimiento de estas cepas
en los dos tipos de medio es heterogéneo, tomando un punto del tiempo como referencia
(72h), el crecimiento es mayor en las cepas crecidas en medio sélido que para las crecidas

en medio liquido.
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Figura 14. Actividad de fosolipasas de cepas de C. fropicalis. Todas las cepas (n=30)
fueron activadas en medio sélido (AS) y posteriormente fueron inoculadas en agar con
yema de huevo, donde se midié la actividad de fosfolipasas con base al indice Pz. La

actividad de fosfolipasas fue muy alta para todas de las cepas (100%).
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Figura 15. Produccion de halos por cepas de C. tropicalis. Se realizo una categorizacion
de acuerdo a las formas de precipitacion de halos dentro de esta especie durante los 4 dias
de la prueba de fosfolipasas, donde el 97% de las cepas produjeron halos translucidos

grandes (A, B) y solo una cepa de las 30 produjo un halo muy marcado (A,C).
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Figura 16. Cinética de produccion de fosfolipasas de C.tropicalis. En el inciso A de la
presente figura se observa la cinética de la actividad de fosfolipasas de aislados de C.
tropicalis que produjeron halos translucidos grandes llevada a cabo con diferentes
tratamientos (cultivo y pre-cultivo en medio s6lido y liquido a 24h, 72h y 120h de
incubacion a 37°C). Con base al indice Pz, se observo a que en el tratamiento de precultivo
tardio en medio liquido (120h los 4 dias) alcanza una mayor actividad que los precultivos a
tiempos tempranos en medio liquido (24h y 72h) y los activados en medio solido. En el
inciso B se muestra una imagen representativa de cepas que produjeron halo translicido
grande que fueron crecidas en medio liquido por 24h,72h y 120h de incubacion a 37°C, a

los 4 dias de la prueba, mostrando el mismo halo de precipitacion durante el estudio.
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Figura 17. Determinacion del crecimiento de cepas de C. tropicalis. En esta figura se
muestra las cinética de crecimiento de las cepas de C. tropicalis (n=8), tanto las que fueron
crecidas en medio sélido como en medio liquido (24h, 72h y 120h de incubacion a 37°C)
previamente. Las lecturas se realizaron en el espectrofotometro (Densidad optica 600nm),
el eje “y” representa la cantidad de levaduras por mL (10D= 3X107 UFC/mL). La prueba
se realizd cada 24 h durante 4 dias (eje x), para ambos grupos. Las cepas crecidas y
activadas en medio solido (AS) como en medio liquido tuvieron un crecimiento
heterogéneo, sin embargo, tomando un punto del tiempo como referencia (72h), el
crecimiento es mayor en las cepas crecidas en medio sélido que para las crecidas en medio

liquido. Se incluye como control negativo a T.asahii.
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5.3.2 Inducciéon de NETs por C. tropicalis

C. tropicalis es uno de los principales hongos pertenecientes al grupo no C.albicans
que en los ultimos anos ha tenido relevancia clinica y se desconoce sobre su interacion con
el sistema inmune asi como su patogenicidad, por lo que en este estudio se analiz6 la
capacidad de dicha especie para promover la induccion de NETs y su correlacion con la

actividad de sus fosfolipasas.

En la figura 18 se muestra la prueba de induccion de NETs promovida por C.
tropicalis. En el panel de la izquierda se muestra la fotografia correspondiente al campo
claro con el fin de demostrar la presencia de células y neutrdfilos (2x10°
Neutréfilos/campo) y en el panel adjunto se muestra la respectiva imagen de fluorescencia,
utilizando el fluor6foro impermeable a células vivas sytox Green, el cual permite la
identificacion de las células NEToticas (color verde). Como control negativo se usaron
neutréfilos no estimulados y como control positivo, neutréfilos estimulados con PMA.
Adicionalmente, se incubaron neutrofilos con medio de cultivo liquido de crecimiento de
las células fungicas (TSC 4%) y el sobrenadante de C. tropicalis (4%) crecida a un tiempo
de 48h. La cuantificacion de la expansion nuclear se incluye en una grafica representativa,
en donde un desplazamiento hacia la derecha de la curva es indicativo de células en proceso
de NETosis, puesto que corresponde a un aumento del area nuclear del neutréfilo
(>100um?), considerando que para un neutréfilo dicha 4rea tiene un rango de 80-100 um?.
En esta grafica se observo el desplazamiento hacia la derecha de la curva correspondiente al

sobrenadante de C.tropicalis a diferencia del control negativo.
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La figura 19 muestra la induccion de NETs por una cepa de C.tropicalis crecida y
activada tanto en medio s6lido y liquido a 48h a una MOI de 1:100, incluyendo las graficas

de cuantificacion de la expansion nuclear.

La figura 20 muestra la induccion de NETs por una cepa de C.tropicalis (MOI 1:100)
crecida en un medio liquido por 120h de incubacidn, 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 grafica de la cuantificacion de la

expansion nuclear.
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Fig. 18 Induccion de NETs por factores secretados en el sobrenadante de C.tropicalis. Se
observa la induccion de NETs en el sobrenadante del medio de crecimiento de C. tropicalis (A),
reflejado en la gréfica de la cuantificacion nuclear con desviacion a la derecha a comparacion
del control negativo (B). Controles positivos y negativos asi como el medio de cultivo de
crecimiento (TSC 4%) para esta cepa son mostrados, con una alta y nula induccion de NETs
respectivamente.
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Figura 19. Induccion de NETs por aislados de C.tropicalis. Se observa
robusta induccion de NETs por cepas de C.tropicalis crecidas en medio solido
y liquido a una MOI de 1:100 (A), lo que se refleja en la grafica de la
cuantificacion nuclear con células sytox positivas con desviacion a la derecha
para ambas condiciones a comparacion del control negativo (B).
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Figura 20. Induccién de NETs por aislados de crecimiento tardio de C.tropicalis. Se observa robusta induccion de NETSs por cepas de C.tropicalis y del sobrenadante de dicho
aislado a una MOI de 1:100, con actividad alta de fosfolipasas crecidas en medio liquido por 120h de incubacién a 37°C (A), lo que se refleja en la grafica de la cuantificacion
nuclear con células sytox green positivas con desviacion a la derecha para el sobrenadante como para la cepa a comparacion del control negativo (B)(C). Controles positivos y
negativos asi como el medio de cultivo de crecimiento (TSC 4%) para ambas cepas son mostrados, con una alta y baja o nula induccién de NETs respectivamente.
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5.3.3 Demostracion de la presencia de granulos liticos en los NETs promovidos por C.

tropicalis por medio de inmunofluorescencia.

La presencia de los granulos liticos del neutréfilo en las trampas extracelulares fue
demostrada por inmunofluorescencia. En la figura 21, neutréfilos tratados con 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
célula, sin embargo, después del estimulo dicha localizacién cambia y ahora se observan
cerca del nucleo, correlacionada con la intensa colocalizacion de ambos granulos. También
se utilizo el colorante DAPI para tefiir el nicleo, de manera interesante, se observa la
pérdida de la lobulacion nuclear normal en los granulos no estimulados que da lugar a una
expansion nuclear correspondiente a la formacion de los NETs en los neutréfilos
estimulados por C. tropicalis, lo que fue similar a comparacion del control positivo
(neutréfilos inducidos con PMA). Estos resultados contrastan con el control negativo, los
cuales son neutrofilos incubados con medio RPMI, sin estimulo, puesto que en estas células

el neutrofilo conserva sus granulos en el citoplasma y la forma lobulada de su nucleo.
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Figura 21. Ensayo de inmunofluorscencia de neutréfilos inducidos con
C.tropicalis (MOI 1:100) utilizando anticuerpos dirigidos contra la calprotectina
(Verde) y mieloperoxidasa (Rojo). El Dapi fue utilizado para tefiir el nticleo (Azul) y
se observa la colocalizacion (Merge) de granulos como la calprotectina cerca del
nucleo expandido, a diferencia del control negativo (Naive o sin tratamiento). Se
muestra el control positivo, los cuales son neutrofilos inducidos con PMA.



5.4 C. parapsilosis

De las 120 cepas de Candida spp., fueron identificadas a través del API 20c AUX 30
aislados de C. parapsilosis, las cuales fueron utilizadas para la realizacion de los siguientes

ensayos.

5.4.1 Produccion de fosfolipasas

En la figura 22, se muestra los resultados obtenidos de la actividad de fosfolipasas

13 (13

de las cepas de C. parapsilosis, con base al valor o “ indice Pz “, observandose una
actividad heterogénea dentro de estas desde un 27%,7%,33% y 20% de actividad muy alta,
alta, leve y débil respectivamente, mostrando adicionalmente, un 13% de cepas sin
actividad de esta enzima. De forma interesante, observamos la formacién de diferentes
halos de precipitacion en el agar con yema de huevo correlacionadas a la actividad de las
fosfolipasas de las cepas los cuales se muestran en la figura 23. Dichos halos fueron

categorizados como halo translicido grande y halo translicido pequefio en diferentes

porcentajes.

La figura 24 muestra las graficas de las cinética de la actividad de fosfolipasas
(indice Pz; eje “y”) de las cepas C. parapsilosis previamente seleccionadas con base a los
resultados anteriores. Las mediciones se llevaron a cabo cada 24h durante 4 dias (eje “x”),
tanto para aquellas crecidas y activadas en medio solido, como aquellas cepas crecidas en
un medio liquido por 24h, 72h y 120h como se describe en la metodologia. Se observd una

actividad mayor de fosfolipasas en las cepas de C. parapsilosis de produccion de halo
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transliicido grande crecidas en un medio de cultivo liquido que aquellas crecidas en un
medio so6lido en los diferentes tiempos establecidos. Sin embargo, las cepas que producen
un halo translucido pequefio mostraron una actividad similar de fosfolipasas para los
diferentes tratamientos a las 96h de la prueba (4° dia). Adicionalmente, en esta misma
figura se muestran imagenes representativas (a los 4 dias de la prueba, para todos los
grupos) de 4 de estas cepas que produjeron los 2 halos caracteristicos (halo translucido
grande y halo translucido pequefio), en los 3 diferentes tiempos de crecimiento en medio
liquido, mostrando para ambas cepas la misma forma de produccién de halo en el agar
durante la prueba. Se incluye el control negativo a un aislado de 7. asahii el cual se conoce
previamente como no productor de estas enzimas, el cual fue probado en las mismas
condiciones que los aislados de Candida. En la figura 25 se muestra la cinética de
crecimiento de las cepas C. parapsilosis, obtenidos de la medicion a través de la densidad
optica. La medicion es reflejada como levaduras /mL (eje“y”) el cual también se realizd
cada 24h durante 4 dias (eje “x”). Es interesante mencionar que en las cepas de C.
parapsilosis productoras de halos translucidos grande y pequefio asi como en el control
negativo se observa que el crecimiento es mayor en las cepas crecidas en medio solido que

para las crecidas en medio liquido.
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Figura 22. Actividad de fosolipasas de cepas de C. parapsilosis. Todas las cepas (n=30)
fueron activadas en medio so6lido (AS) y posteriormente fueron inoculadas en agar con
yema de huevo, donde se midio la actividad de fosfolipasas con base al indice Pz: Muy alta,
alta, leve, débil o negativa. La actividad entre las cepas fue heterogénea, presentando asi el
porcentaje mas alto (33%) una actividad leve, seguida de una actividad muy alta (27%),
actividad débil (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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Figura 23. Produccion de halos por cepas de C. parapsilosis. Se realizdO una
categorizacion de acuerdo a las formas de precipitacion de halos dentro de esta especie
durante los 4 dias de la prueba de fosfolipasas, donde el 59% de las cepas produjeron halos
transliicidos pequefios o de actividad baja (A,B), 37% halos translucidos grandes o de

actividad alta (A,C) y un 4% fue negativo a la prueba (A,D).
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Figura 24. Cinética de produccion de fosfolipasas de C. parapsilosis. En los incisos A y

B, se muestra la cinética de estas cepas con halos translucidos pequeiio (mayor actividad) y

grande (menor actividad) respectivamente. Para las cepas con halos transliicidos grandes, la

actividad de fosfolipasas es mayor en cepas crecidas en medio liquido que en medio sélido,

mientras que para las cepas con halos pequefios alcanzan la misma actividad de fosfolipasas

a los 4 dias para todos los tratamientos. En el inciso C se muestran una imagen

representativa de cepas que produjeron halo transliicido grande y halo transparente pequefio

que fueron crecidas (n=8) tanto en medio sélido y liquido por 24h, 72h y 120h de

incubacion a 37°C. La produccion de halos se mantiene para ambos tratamientos.

69




Crecimiento C.parapsilosis (halo grande)
5.0x10°7
r 4,0%10°7 - ‘/1 —— Nedio sdlido
E o - 24h precultivo liquido
@ 30%1074 —+— 72h precultivo liquido
=
E 2 0%10%7 —»— 120rs. precultivo liguido
-
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%7 4
401007 == Medio sdhd.o .
E » —@— 24h precultivo liguido
m - ; :
-1:Iﬁ 3.0%10%7 4 ] == T72h precultivo liquido
o 7 === 120rs. precultivoliguido
o Z0w10%74
=]
Z 1010774
+- Confrol: T.asahii
04 T T T 1
o 24 48 T2 86
Tiempa (h)

Figura 25. Determinacion del crecimiento de cepas de C. parapsilosis. Esta grafica
muestra las cinética de crecimiento de las cepas que produjeron un halo transliicido grande
y pequeiio (A y B respectivamente) las cuales fueron crecidas en medio solido, como en
medio liquido (24h, 72h, y 120h de incubacion a 37°C) previamente. Las lecturas se
realizaron en el espectrofotometro (Densidad optica 600nm), el eje “y” representa la
cantidad de levaduras por mL (10D= 3X107 UFC/mL). La prueba se realizd6 cada 24 h
durante 4 dias (eje x), para ambos grupos. Las cepas crecidas y activadas en medio sélido
(AS) de halo grande y pequefio, tuvieron un crecimiento mayor, comparandolos con las
cepas previamente crecidas en medio liquido por diferentes tiempos. Se incluye como

control negativo a T .asahii
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5.4.2 Induccion de NETs por C. parapsilosis

Actualmente C. parapsilosis es otro de los hongos oportunistas que por su
caracteristica de ser resistente a los antifungicos en los Ultimos afios ha tenido relevancia
clinica y se desconoce sobre su interacion con el sistema inmune, principalmente con los
neutrofilos, por lo que en este estudio se analizd la capacidad de dicha especie para

promover la induccién de NETs y su correlacion con la actividad de sus fosfolipasas.

La figura 26 muestra la prueba de induccion de NETs por una cepa de C.
parapsilosis de actividad mayor de fosfolipasas o halo translicido grande. En el panel de la
izquierda se muestra la fotografia correspondiente al campo claro con el fin de demostrar la
presencia de células y neutréfilos donde se muestra en campo claro la presencia de las
células (2x10° Neutrofilos/campo) y en el panel adjunto se muestra la respectiva imagen de
fluorescencia, utilizando el fluor6foro impermeable a células vivas sytox Green, el cual
permite la identificacion de las células NEToticas (color verde). Como control negativo se
usaron neutréfilos no estimulados y como control positivo, neutréfilos estimulados con
PMA. Adicionalmente, se incubaron neutrofilos con medio de cultivo liquido de
crecimiento de las células fingicas (TSC 4%) y el sobrenadante de C. albicans (4%)
crecida a un tiempo de 48h. La cuantificacion de la expansién nuclear se incluye en una
grafica representativa, en donde un desplazamiento hacia la derecha de la curva es
indicativo de células en proceso de NETosis, puesto que corresponde a un aumento del area
nuclear del neutr6filo (>100um?), considerando que para un neutrdfilo dicha area tiene un
rango de 80-100 um?. En esta grafica se observd una robusta induccion de NETs, con

células sytox positivas con desviacion a la derecha por parte de la cepa crecida en ambas
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condiciones y de su sobrenadante, lo contrario a comparacion del control negativo y del
medio de crecimiento (TSA 4%). En la figura 27 se muestra la robusta inducciéon de NETs
por una cepa de C. parapsilosis (MOI 1:100) de actividad menor o productora de halo
transliicido pequeno y de su sobrenadante, crecida tanto en un medio sélido como en un
medio liquido por 72h de incubacion, la cual se representa con la grafica de la
cuantificacion de la expansion nuclear con células sytox green positivas con desviacion a la
derecha para ambos tratamientos a diferencia del control negativo y al medio de cultivo de

crecimiento (TSA 4%).

En la figura 28 se analizd la induccion de NETs por una cepa de C. parapsilosis
negativa a la prueba de fosfolipasas crecida en medio sélido, la cual muestra nula induccion
de NETs, asi como se refleja en la grafica de cuantificacion de la expansion nuclear lo

contrario a comparacion de una cepa de C. parapsilosis de actividad mayor de fosfolipasas.
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Figura 26. Induccién de NETs por aislados de C. parapsilosis con actividad mayor de fosfolipasas o produccion de halo translicido grande y factores secretados en el
medio. Se observa robusta induccion de NETSs por cepas de C.tropicalis con actividad mayor de fosfolipasas crecidas en medio sélido y liquido a una MOI de 1:100 , asi como
de su sobrenadante (A), lo que se refleja en la grafica de la cuantificacion nuclear con células sytox green positivas con desviacion a la derecha para ambas condiciones lo
contrario a comparacion del control negativo y el medio de crecimiento de la cepa (TSC 4%), incisos By C.
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Figura 27. Inducciéon de NETs por aislados de C. parapsilosis con actividad menor de fosfolipasas o produccién de halo translicido pequeiio y factores secretados en el
medio. Se observa robusta induccion de NETSs por cepas de C.tropicalis con actividad menor de fosfolipasas crecidas en medio solido y liquido a una MOI de 1:100 , asi como de

su sobrenadante (A), lo que se refleja en la grafica de la cuantificacion nuclear con células sytox green positivas con desviacion a la derecha para ambas condiciones, lo contrario a
comparacion del control negativo y el medio de crecimiento de la cepa (TSC 4%), incisos By C.
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Figura 28. Induccion de NETs por un aislado de C.parapsilosis negativo a la prueba de
fosfolipasas. Se observa nula induccién de NETs por una cepa de C.parapsilosis negativa a
fosfolipasas crecida en medio solido a una MOI de 1:100, lo contrario ocurrido a comparacion
de una cepa de C. parapsilosis con actividad alta de fosfolipasas crecida en las mismas
condiciones (A), lo que se refleja en la grafica de la cuantificacion nuclear con pocas células
sytox green positivas con desviacion a la derecha similar a comparacion del control negativo

(B).
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5.4.3 Demostracion de la presencia de granulos liticos en los NETs promovidos por C.

parapsilosis por medio de inmunofluorescencia

La presencia de los granulos liticos del neutroéfilo en las trampas extracelulares fue
demostrada por inmunofluorescencia. En la figura 29, neutréfilos tratados con C.
parapsilosis de actividad alta y negativa de fosfolipasa, fueron tratados con anticuerpos
dirigidos contra la mieloperoxidasa (Rojo) y la calprotectina (Verde), los cuales en
condiciones no estimuladas se observan dispersos en la célula, sin embargo, después del
estimulo dicha localizacion cambia y ahora se observan cerca del nucleo, correlacionada
con la intensa colocalizacion de ambos granulos. También se utilizo el colorante DAPI para
teflir el nicleo y de manera interesante, se observa la pérdida de la lobulacion nuclear
normal en los granulos no estimulados que da lugar a una expansion nuclear
correspondiente a la formacion de los NETs en la células estimuladas por C. parapsilosis
con actividad alta de fosfolipasa, lo que fue similar a comparacion del control positivo
(neutrofilos inducidos con PMA). En esta figura también se muestra a un neutrofilo puesto
en contacto con la cepa de C. parapsilosis fosfolipasa negativo (F-), en donde el neutréfilo
conserva sus granulos en el citoplasma y la forma lobulada de su ntcleo, similar a
comparacion del control negativo, los cuales son neutrofilos incubados con medio RPMI,

sin estimulo.
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Figura 29. Ensayo de inmunofluorscencia de neutréfilos inducidos por aislados de C.
parapsilosis. Se utilizaron aislados de C.parapsilosis fosfolipasa positivo y otra cepa
fosfolipasa negativo (MOI 1:100) utilizando anticuerpos dirigidos contra la calprotectina
(Verde) y mieloperoxidasa (Rojo). EI DAPI fue utilizado para tefiir el nucleo (Azul) y se
observa la colocalizacion (Merge) de granulos como la calprotectina cerca del ntcleo
expandido en la cepa con actividad de fosfolipasas, a diferencia de la cepa fosfolipasa
negativo, donde el neutrofilo conserva su forma lobulada del nucleo sin una intensa
colocalizacion de los granulos. Se muestran el control positivo, los cuales son neutrofilos
inducidos con PMA y el control negativo (Naive o sin tratamiento).



5.5C. glabrata

De las 120 cepas de Candida spp. se utilizaron las 30 especies previamente

identificadas de C. glabrata para la realizacion de los siguientes ensayos.

5.5.1 Produccion de fosfolipasas

Los resultados obtenidos de la actividad de fosfolipasas de las cepas de C. glabrata
se muestran en la figura 30 donde con base al valor o “ indice Pz “, se obtuvo un mayor
porcentaje (97%) de una actividad alta dentro de estas. La figura 31, muestra la produccion
de halos de precipitacion en el agar con yema de huevo por accion de las fosfolipasas
observados de estos aislados. Dichos halos fueron categorizados como halo transliucido

grande y halo transltiicido pequefio, mostrado en mayor porcentaje para el primero.

En la figura 32 se muestra la cinética de actividad de fosfolipasas (indice Pz; eje
“y”) de las cepas C. glabrata previamente seleccionadas con base a los resultados
anteriores. Las mediciones se llevaron a cabo cada 24h durante 4 dias (eje “x”), tanto para
aquellas crecidas y activadas en medio sélido, como aquellas cepas crecidas en un medio
liquido por 24h, 72h y 120h como se describe en la metodologia. Se observo una actividad
similar de fosfolipasas para los diferentes tratamientos a las 96h de la prueba (4° dia).
Adicionalmente, en esta misma figura se muestran imagenes representativas (a los 4 dias
de la prueba, para todos los grupos) de 4 de estas cepas que produjeron halos translacidos
grandes en los 3 diferentes tiempos de crecimiento en medio liquido, observandose la
conservacion de la forma del halo de precipitacion en el agar durante el estudio. Se incluye

el control negativo a un aislado de 7. 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 la figura 33 se muestra la cinética de crecimiento de las cepas C. glabrata,
obtenidos de la medicion a través de la densidad dptica. La medicion es reflejada como
levaduras /mL (eje“y”) el cual también se realizdé cada 24h durante 4 dias (eje “x”). Es
interesante mencionar que en las cepas asi como en el control negativo se observa que el
crecimiento es mayor en las cepas crecidas en medio solido que para las crecidas en medio

liquido.

C. glabrata

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

W 0/30= Alta pZ: 0.70-0.79

(+++)
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% 1/30= Débil pz:0.90-0.99
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0/30= Negativos (pZ:1)

97%

Figura 30. Actividad de fosolipasas de cepas de C. glabrata. Todas las cepas (n=30)
fueron activadas en medio sélido (AS) y posteriormente fueron inoculadas en agar con
yema de huevo, donde se midio la actividad de fosfolipasas con base al indice Pz: Muy alta,
alta, leve, débil o negativa.. La actividad de fosfolipasas fue muy alta para la mayoria de las

cepas (97%), solo con un 3% (1 cepa de 30) mostrando actividad débil.
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Figura 31. Produccion de halos por cepas de C. glabrata. Se realiz6 una categorizacion
de acuerdo a las formas de precipitacion de halos dentro de esta especie durante los 5 dias
de la prueba de fosfolipasas, donde el 97% de las cepas produjeron halos translucidos

grandes (A, B) y solo una cepa de las 30 produjo un halo translicido pequeno (A,C).
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Figura 32. Cinética de produccion de fosfolipasas de C. glabrata. La figura en el inciso
A muestra la actividad de fosfolipasas en base al indice Pz, en donde se observa que todos
los grupos de tratamiento (crecimiento en medio liquido o sélido) alcanzan la misma
actividad a las 96h de la prueba. En el inciso B se muestra una imagen representativa de
cepas que produjeron halo transparente grande crecidas en medio so6lido y liquido por 24h,
72h y 120h de incubacion a 37°C a los 4 dias de la prueba. La produccion de halos se
mantiene para ambos tratamientos (medio sélido o liquido) durante el estudio. Se incluye

como control negativo a 7. asahii.

81



Crecimiento C.glabrala

== NMedio sdlido

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

Mo. levadurasimi|

+= Confrol: T.asahii

Tiempao (h)

Figura 33. Determinacion del crecimiento de cepas de C. glabrata. En esta figura se
observa las cinética de crecimiento de las cepas de C. glabrata (n=8), tanto las que fueron
crecidas en medio sélido como en medio liquido (24h, 72h y 120h de incubacion a 37°C)
previamente. Las lecturas se realizaron en el espectrofotometro (Densidad optica 600nm),
el eje “y” representa la cantidad de levaduras por mL (10D= 3X107 UFC/mL). La prueba
se realizd cada 24h durante 4 dias (eje x), para ambos grupos. Las cepas crecidas y
activadas en medio so6lido (AS) tuvieron un crecimiento mayor, comparandolos con las

cepas previamente crecidas en medio liquido por diferentes tiempos. Se incluye como

control negativo a 7. asahii.
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5.5.2 Induccion de NETs por C. glabrata

C. glabrata al igual que C. tropicalis y C. parapsilosis son hongos no C. albicans
con una actual relevancia clinica y que poco se sabe sobre su interacion con el sistema
inmune y patogenicidad, por lo que en este estudio se analiz6 la capacidad de dicha especie
para promover la induccion de NETs y su correlacion con la actividad de sus fosfolipasas.
En la figura 34 se muestra la prueba de induccion de NETs por C. glabrata. En el panel de
la izquierda se muestra la fotografia correspondiente al campo claro con el fin de demostrar
la presencia de células y neutréfilos donde se muestra en campo claro la presencia de las
células (2x10° Neutrofilos/campo) y en el panel adjunto se muestra la respectiva imagen de
fluorescencia, utilizando el fluor6foro impermeable a células vivas sytox Green, el cual
permite la identificacion de las células NEToticas (color verde). Como control negativo se
usaron neutréfilos no estimulados y como control positivo, neutréfilos estimulados con
PMA. Adicionalmente, se incubaron neutrofilos con medio de cultivo liquido de
crecimiento de las células fungicas (TSC 4%) y el sobrenadante de C. glabrata (4%)
crecida a un tiempo de 48h. La cuantificacion de la expansién nuclear se incluye en una
grafica representativa, en donde un desplazamiento hacia la derecha de la curva es
indicativo de células en proceso de NETosis, puesto que corresponde a un aumento del area
nuclear del neutréfilo (>100um?), considerando que para un neutréfilo dicha area tiene un
rango de 80-100 um?. De manera interesante se observo que el sobrenadante de C.glabrata
no promovi6 la inducciéon de NETs, mostrando asi la curva en la grafica de expansion

nuclear, sin desplazamiento hacia la derecha.
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La figura 35 muestra la induccion de NETs por cepas de C. glabrata a una MOI de
1:100 crecidas a 37°C durante 48h de incubacion en medio sélido y medio liquido. Se
observd que C. glabrata no promovid la induccion de NETs lo contrario al control

positivo. En esta figura se incluyen las graficas de cuantificacion de la expansion nuclear.
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Fig. 34 Ensayo de Induccion de NETs por factores secretados en el sobrenadante de
C.glabrata. Se observa una nula induccion de NETs en el sobrenadante del medio de
crecimiento de C. glabrata (A), reflejado en la grafica de la cuantificacion nuclear con
células sytox green positivas sin desviacion a la derecha a comparacion del control
positivo, mostrando una respuesta similar al control negativo asi como como el medio de
cultivo de crecimiento (TSC 4%) (B).
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Fig. 35 Ensayo de Inducciéon de NETs por aislados de C.glabrata. Se observa una pobre o
nula induccion de NETs por cepas de C. glabrata (MOI 1:100) crecidas en medio solido y
liquido por 48h de incubacion (A), reflejado en la grafica de la cuantificacion nuclear con
células sytox green positivas sin desviacion a la derecha a comparacion del control positivo,
mostrando una respuesta similar al control negativo (B).
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5.5.3 Demostracion de la presencia de granulos liticos en los NETs promovidos por C.

glabrata por medio de inmunofluorescencia

Se demostr6 la nula induccion de NETs por C. glabrata a través de la presencia de
los granulos liticos del neutréfilo por medio de inmunofluorescencia. En la figura 13,
neutrofilos tratados con 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 célula, sin embargo, después del estimulo estos granulos se
mantienen dicha localizacion a diferencia del control positivo (neutréfilos inducidos con
PMA) donde estos granulos ahora se observan cerca del nucleo, correlacionada con la
intensa colocalizacion de estos. También se utilizo6 el colorante DAPI para teiiir el ntcleo, y
de manera interesante, se observa que las células conservan la forma lobulada de su nucleo,
similar a comparacion del control negativo, los cuales son neutréfilos incubados con medio
RPMI, sin estimulo y a diferencia del control positivo, el cual muestra en las células la
pérdida de la lobulacion nuclear normal que da lugar a una expansion nuclear

correspondiente a la formacion de los NETs.
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Figura 36. Ensayo de inmunofluorscencia de neutrdfilos inducidos por aislados de
C.glabrata. Se utiliz6 una cepa con actividad alta de fosfolipasa (MOI 1:100) y
anticuerpos dirigidos contra la calprotectina (Verde) y mieloperoxidasa (Rojo). E1 DAPI
fue utilizado para tefiir el nicleo (Azul) y se observa al igual que el control negativo,
donde el neutréfilo conserva su forma lobulada del nucleo sin una intensa colocalizacion
de los granulos (Merge). Se muestran el control positivo, los cuales son neutréfilos

inducidos con PMA.



CAPITULO 6

DISCUSION

La induccion de NETs por patégenos fungicos como Candida albicans ha sido
descrita recientemente [20], sin embargo los mecanismos de esta inducciéon no han sido
esclarecidos. En el presente trabajo se estudio el rol de las fosfolipasas fungicas de especies
de Candida como posibles inductores de NETs y se encontrd que, sin descartar otros
factores, las fosfolipasas tienen participacion importante en este proceso en algunas

especies de Candida mientras que otras tienen diferentes respuesta a esta induccion.

Para el cumplimiento del presente estudio, se realizO en primera instancia la
identificacion fenotipica de las especies de Candida, mediante los ensayos de filamentacion
y clamidosporas, pruebas presuntivas de Candida albicans, debido a las caracteristicas 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 mas tensoactivos, son pruebas
esenciales como primer paso, sin embargo, es importante llegar a confirmar las pruebas
positivas a las ya mencionadas, puesto que dichas pruebas no distinguen entre C.albicans y
C.dubliniensis, ya que esta ultima tiene de igual forma, la capacidad de formar tubos
germinales y adicionalmente era necesario la identificacion de otras especies no C.albicans,
lo cual estas pruebas no lo permiten. Por lo que fue necesario corroborar esta identificacion
por otro método. Se utilizo el sistema bioquimico API 20C AUX, el cual esta basado en la
asimilacion diferencial de carbohidratos y ha demostrado ser uno de los métodos mas

eficientes en la identificacion de especies de Candida junto con las pruebas morfologicas
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[52-54]. Mediante esta técnica, se logro identificar las especies de relevancia clinica como
lo es C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. glabrata, con un porcentaje de
especificidad de la prueba arriba del 95% para cada una, adicionalmente a que la frecuencia
de variaciéon en el perfil metabolico de dichas cepas fue muy bajo. En cuanto a nuestros
resultados, el sistema API20C AUX demostré ser eficiente en la identificaciéon de las
especies de Candida spp. lo que va acorde con reportes de identificacion de levaduras por

dicho sistema a comparacion de otros [52].

Debido a que la produccion de fosfolipasas es uno de los mecanismos asociados a la
virulencia de Candida, y que ademas, el estudio de estas son de utilidad para comprender
los mecanismos de la enfermedad, algunos estudios han centrado su atencion en analizar los
procesos por lo que estas proteinas contribuyen a dicha virulencia, puesto que pueden
influir tanto en el éxito de la infeccion asi como en la respuesta inmunoldgica [55-57]. En
nuestro primer ensayo de actividad de fosfolipasas, llevado a cabo en agar yema de huevo,
encontramos que con base en el indice Pz, las especies estudiadas presentaron en general
una actividad muy alta (Pz <0.69), mostrando asi que no solamente Candida albicans posee
este nivel de actividad, sino que otras no C. albicans, como C. tropicalis, C. glabrata y
aunque en menor porcentaje C. parapsilosis también tienen la capacidad de producir 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 clinicos de
sangre) muestran un menor porcentaje de produccion de estas enzimas en las no C.albicans
e incluso para interés del presente estudio, se ha reportado que las cepas aisladas de esta
ultima fuente tienen un menor porcentaje de actividad, lo cual pudiera ser debido a la falta
de homogeneidad en el nimero de cepas de las muestras obtenidas de las diferentes

regiones o en la falta de la identificacion precisa de las especies [31, 58-60].
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Por otra parte encontramos que cada especie mostré diferentes halos (patrones de
precipitacion) correspondientes a su actividad de corte de las fosfolipasas presentes en el
medio, por lo cual realizamos una categorizacion en base a las caracteristicas del mismo.
En lo que respecta a los aislados de C.albicans, 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 en C. parapsilosis presentaron halos transliicidos
de diferentes tamafios, grandes o pequefios, lo cual estaba correlacionado a su actividad por
medio del indice Pz. Con lo que respecta a las ultimas no C. albicans, C. glabrata y C.
tropicalis para ambas el 97% presentdé un halo translicido de mayor tamafo. Estos
resultados nos indican que posiblemente la produccion de diferentes halos entre las cepas
pudiera estar correlacionado con el tipo de fosfolipasas que secreten con el corte del
sustrato en el medio. Trabajos realizados para la cuantificacion de la actividad de
fosfolipasas en cepas de Candida, utilizando el mismo método de agar con yema de huevo
solo se limitan en describir el nivel de actividad de dichas enzimas, sin embargo, no se han
reportado diferencias en los patrones de actividad de precipitacion del halo y tampoco se
han correlacionado con la cantidad de produccion de fosfolipasas. En este trabajo,
determinamos que el indice Pz solo permite evaluar de manera semi-cuantitativa la
actividad de produccion de las fosfolipasas por el hongo, sin embargo, no categoriza entre
distintos patrones de precipitacion del sustrato que forma el halo en el medio, lo cual seria
de interés investigar, ya que estos diferentes tipos de fosfolipasas, si este fuera el caso,
pudieran tener alguna influencia en la patogenia del hongo e inducir diferentes respuestas
inmunolégicas [33]. Como control negativo para la produccion de fosfolipasas incluimos

una cepa de 7. asahii, ya que anteriormente se habia reportado a éste hongo con actividad

90



de fosfolipasa nula, dicha observacion fue confirmada por nuestros experimentos ya que no

obtuvimos ningun halo de precipitacion en el agar con yema de huevo [61].

La cinética de produccion de las fosfolipasas en las especies de Candida es otro
aspecto que se evaluo en el presente estudio, el cual de manera sorprendente no ha sido
analizado anteriormente. Para estudiar si el medio de crecimiento podria influir en la
secrecion de las fosfolipasas crecimos las cepas en medio solido para su activacion y
crecimiento previo a la prueba, asi como un pre-cultivo en medio liquido a diferentes
tiempos de incubacidon, comparando cultivos de tiempo de crecimiento temprano,
intermedio y tardios. Adicionalmente, esto nos permiti6é determinar los puntos criticos de su
secrecion para posteriormente analizar su posible asociacion con la induccion de NETs
durante estas fases. Se analiz6 la cinética de crecimiento para cada cepa, y se establecid si

la produccion de fosfolipasas era dependiente de este factor.

En este trabajo encontramos que las cepas de C. albicans ensayadas mantuvieron de
manera uniforme las formas de halos de precipitacion en el medio (halo muy marcado y
doble halo), sin importar el medio de crecimiento utilizado para su activacion (solido 6
liquido) en tiempos tempranos (24h) e intermedios (72h), sin embargo, las cepas crecidas
en medio liquido a tiempos tardios (120h), pierden el halo marcado durante los 4 dias de la
prueba mostrando solo un halo menos acentuado en la precipitacion (halo transparente).
Debido a que no hay reportes acerca de las formas de halos que pudieran presentar las
diferentes especies de Candida, dicho cambio pudiera ser producto de algun tipo de
fosfolipasa o fosfolipasas producidas de manera tardia en un cultivo viejo, por lo que seria
interesante el analizar a detalle el tipo de estas enzimas producidas en estas cepas como ya

se habia discutido anteriormente. Por otro lado, los resultados de la cinética de actividad de
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fosfolipasas para C. albicans de cultivo tardio en medio liquido, muestran una actividad de
fosfolipasas retardada, iniciando a partir de las 48h a 72h, sin embargo, interesantemente a
las 96h las cepas alcanzan una actividad similar a las del resto de los cultivos en medio
liquido ¢ solido, por lo que si se realiza una correlacion en cuanto a la cinetica de
crecimiento de estas mismas, la produccién 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 medio s6lido es mayor, los resultados sugieren que al
menos por levadura, las cepas crecidas en este medio, producen menos fosfolipasas que las

cepas crecidas en un medio liquido.

Para las cepas de C. tropicalis, durante la cinética de actividad de fosfolipasas,
conservaron el mismo halo de precipitacion tanto en medio s6lido como medio liquido en
los tiempos de estudio, sin embargo, a diferencia de las otras especies de Candida, estos
aislados crecidos en un medio liquido a tiempo tardio (120h) tienen una actividad mayor de
fosfolipasas que las cepas crecidas en medio sélido o liquido a tiempos de 24h y 72h, lo
cual se refleja haciendo una correlacion con las cinéticas de crecimiento de estas cepas, a

pesar de que dicho crecimiento es mas variable que las demas especies.

Al igual que C. tropicalis y C. glabrata, el halo de precipitacion de la actividad de
fosfolipasas de las cepas de C. parapsilosis se mantiene para ambos tratamientos de cultivo.
La cinética de actividad de fosfolipasas de C. parapsilosis de menor actividad o halo
pequeiio muestra una respuesta similar a la observada para C. albicans y C. glabrata, en
donde independientemente del pre-cultivo en medio liquido o so6lido a diferentes tiempos,
las cepas alcanzan una actividad similar de esta enzima a los 4 dias 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 cinética de crecimiento de éstas especies, dichas cepas
crecidas en medio liquido a los diferentes tiempos de incubacion, son mas productoras de
fosfolipasas que aquellas crecidas en un medio sélido. Finalmente, estos resultados se
reafirman para los aislados de C. parapsilosis de mayor actividad o de halo grande, en
donde, las cepas crecidas en un medio liquido, muestran una actividad mas alta que las
cepas crecidas en un medio liquido, por lo que asociando con la cinética de crecimiento,
estas ultimas producen el doble de fosfolipasas que las primeras. Con todos estos resultados
hasta el momento, nos sugiere que el tratamiento en un cultivo liquido de las cepas de
Candida spp. promueve cambios metabolicos que regulan la actividad de fosfolipasas. Es
importante de mencionar que no hay algun reporte acerca de la evaluacion de la cinetica de

produccion de fosfolipasas en Candida spp.

Uno de los mecanismos de defensa empleados por los neutréfilos frente a patogenos
de importancia clinica como Candida albicans, es la formacion de trampas extracelulares
de neutrofilos (NETs), los cuales son efectivos al promover la muerte del hongo, sin
embargo los factores tanto fungicos como celulares implicados en la induccién de dichas
trampas son desconocidos hasta el momento. Se ha documentado que algunas fosfolipasas
de patdgenos entre las que se encuentran la fosfolipasa A; citoplasmatica y la fosfolipasa B
por la via de sefialamiento del 4cido araquidonico son capaces de activar directamente a la
protein kinasa C, siendo esta ultima uno de los principales mediadores implicados en la
formacion de NETs [44, 45, 62]. Para determinar si las fosfolipasas fungicas tienen una
papel en la produccion de los NETs investigamos la capacidad de algunas cepas de

Candida para inducir las trampas extracelulares de neutrofilos.
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En nuestros resultados observamos que cepas de C. albicans con actividad muy alta de
fosfolipasas, independientemente del crecimiento de éstas en diferentes medios (liquido y
solido) asi como el sobrenadante del medio de cultivo de crecimiento del hongo, indujeron
una robusta formacion de NETs, la induccion de trampas fue independiente al tiempo de
pre activacion de las cepas (48h o 120h), lo cual se refleja en las graficas de cuantificacion
de la expansion nuclear (fig. 8-10), que van desde un 30% a un 45% de las células con un
4rea nuclear mayor a 80um? expuestas al sobrenadante, de un 30% a un 50% para las cepas
de 48h de crecimiento en sélido y liquido respectivamente y de un 20% para la cepa de
120h de crecimiento en medio liquido. En contraste para la cepa control de 7. asahii la cual
no posee actividad de fosfolipasa, la induccion de NETs fue nula en todas las condiciones
probadas, lo que refuerza la hipotesis que posiblemente las fosfolipasas fingicas son
inductoras de NETs de manera proporcional a la actividad de dichas enzimas. A pesar de
que la induccion de NETs por las cepas de C. albicans se reportd con anterioridad, en este
trabajo encontramos que otros factores secretados por esta especie en el medio extracelular
pueden inducir la formacion de NETs, por lo que seria de interés un analisis mas profundo

de estos.

En lo que respecta a los aislados de C. tropicalis, también fueron capaces de inducir la
formacion de NETs asi como el sobrenadante de éstos. Sin embargo, las cepas de tiempo
temprano (48h) independientemente del medio de cultivo usado para su activacion, su
induccion fue mas heterogénea y de una manera menos robusta que las cepas crecidas en
medio liquido a tiempo tardio (120h) o que cualquiera de los tratamientos con las cepas de
C. albicans. No existen reportes anteriores acerca de la capacidad de esta especie para
inducir los NETs, sin embargo, los resultados nos sugieren de nuevo que C. tropicalis al ser

uno de los principales patogenos fungicos causantes de candidiasis invasiva, ubicandose
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solamente detrds de C. albicans [63], posee factores que inducen la formacion de NETs, ya
sea mediante contacto directo asi como mediante factores secretados al medio extracelular.
Finalmente, un dato interesante que afirma nuestra hipotesis de trabajo, es que las cepas con
una doble actividad de fosfolipasa mostrada (cultivo en medio liquido a 120h) induce una
robusta inducciéon de NETs, por lo que dichas enzimas muy posiblemente se encuentren

entre los principales inductores de NETs.

Otras de las cepas analizadas en este estudio, fue C. parapsilosis, su analisis resulta
interesante ya que los hongos pertenecientes a esta especie se han reportado entre los
mayormente productores de proteinasas que de fosfolipasas [32]. En nuestro trabajo
encontramos que las cepas analizadas de dicha especie demostraron una variabilidad en la
produccion de fosfolipasas dentro de las cepas, sin embargo y de manera consistente,
aquellas con wuna actividad alta, demostraron una induccion de NETs robusta
independientemente del medio utilizado para su cultivo (s6lido 6 liquido) al igual que el
sobrenadante del medio de crecimiento. Estos resultados nos sugieren que tanto factores de
este hongo como aquellos que son secretados tienen una participacion en esta respuesta,
donde las fosfolipasas pudieran incluirse, sin descartar otras enzimas como las proteinasas
las cuales no fueron analizadas en el presente trabajo. De manera similar sucede para C.
parapsilosis que mostro una menor actividad de fosfolipasas, la cual es capaz de inducir
los NETs aunque de una forma menos robusta en comparacion con C. albicans. Finalmente,
dado a la heterogeneidad de actividad de fosfolipasas que presentaron dichas cepas,
incluimos una con actividad negativa para dicha enzima, la cual demostro ser negativa a la
induccion de NETs. No existe ningun reporte hasta el momento sobre la induccion de NETs

por esta especie, ademas que se sabe que C. parapsilosis pertenece a un complejo de tres
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especies, siendo Candida parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis y Candida
metapsilosis [64]. En este trabajo, no se llegoé a la identificacion o determinacion de las
especies de dicho complejo, por lo que posiblemente dicha variabilidad entre la actividad
de fosfolipasas y la respuesta frente a neutrdfilos como lo es la induccién de NETs podria
atribuirsele, ya que se ha reportado diferencias de esta actividad entre las especies, sin
embargo, la correlacion directa entre la produccion de fosfolipasas y la induccion de NETs

es una observacion muy relevante que continuaremos explorando [65].

En lo que respecta a los aislados de C. glabrata, de forma sorprendente tanto la cepa
crecida en medio so6lido y liquido asi como el sobrenadante del medio de cultivo de ésta, no
mostrd induccion de NETs, a comparacion del control positivo. Las cepas de C. glabrata
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 estdn promoviendo la induccion de NETs o si esto fuera asi,
habrian otros factores de virulencia que posee dicha especie para inhibir la via de formacion
de NETs. Dentro de algunos factores de virulencia reportados hasta el momento de esta
especie, se encuentran las catalasas, y superdxido dismutasa, los cuales han demostrado
tener un rol importante en la resistencia al estrés oxidativo, ademas de otras moléculas que
participan de manera importante en la evasion de la maduracion del fagosoma y la
modulacion de sefialamiento por lipidos como lo es la proteina-3-Kinasa (PI3K), los cuales
serian de interés analizar, asi como la presencia de actividad de DNAsas en la cepa [66-68].
A pesar de no haber reportes hasta el momento de inducciéon de NETs por C.glabrata,
recientemente se describid que los neutrofilos pueden censar el tamafio de los
microorganimos, y selectivamente liberar trampas extracelulares, como por ejemplo en

respuesta a hifas de C. albicans, esto a través de la via dectina-1, por lo que posiblemente el
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estado morfoldgico de C. glabrata, que Unicamente se mantiene en forma de levadura,
también podria influir en la respuesta de induccion de NETs en los neutréfilos, ya que otros

mecanismos como la fagocitosis pudieran estar predominando [69].

Las distintas respuestas de las especies de Candida a la induccion de NETs por los
neutrofilos, en especial a lo que es C. glabrata puede ser debido a que, aunque exista una
actividad enzimatica similar entre las especies, en este caso de fosfolipasas, la forma en que
interactian con el sistema inmune varia, ya que se ha documentado en estudios
moleculares en la secuencia ITS del DNAr, que las especies como C.albicans, C.glabrata,
C.tropicalis y C.parapsilosis complex las cuales poseen polimorfismos o un gran nimero
de haplotipos entre especies que estan relacionados de manera predominante a la fuente
endogena de adquisicion, lo que podria estar modulando la expresion de los diferentes

factores de virulencia y dicha interaccién [70].

Finalmente para confirmar la formacion de NETs, y analizar algunos de los
componentes de éstos, inducidos con la diferentes especies de Candida, realizamos un
ensayo de inmunofluorescencia (figuras: 13,21,29 y 36 ) en donde utilizamos anticuerpos
contra la mieloperoxidasa y calprotectina del neutrofilo, los cuales son granulos que se han
encontrado inmersos en los NETs. La mieloperoxidasa, es un granulo del neutrofilo, que
ademas de tener funciones importantes en la respuesta antimicrobiana para la generacion de
ROS, se ha visto que su participacion es importante durante la induccion de NETs, ya que
este migra hacia el nlcleo para contribuir a la descondensacion de la cromatina, ademas se
ha demostrado que pacientes sin actividad de MPO no pueden producir los NETs [71-73].
La calprotectina, es otro de los granulos que se ha observado presente en las redes que

conforman los NETs, mostrando una actividad antimicrobiana para los patéogenos como
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C.albicans que son atrapados en ella, y privandolo de iones divalentes como el Zinc,

magnesio y calcio, los cuales son escenciales para el metabolismo de dichos patdégenos [22,

28].

En nuestro estudio encontramos que posterior a la incubacion de neutréfilos con las
cepas de C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis con actividad alta de fosfolipasas se
promovia una movilizacén de la mieloperoxidasa y la calprotectina del neutrofilo hacia su
nucleo o a la periferia del mismo, a diferencia del control negativo donde los granulos se
mantienen en el citoplasma. Otra caracteristica importante que se mostré en dichos
resultados fue que los neutréfilos presentaban una expansion nuclear, perdiendo la forma
lobulada del nucleo demostrada mediante la tincion nuclear con DAPI, la cual es una

caracteristica que presentan los neutrofilos sometidos a NETosis [4].

En lo que respecta a los neutrofilos inducidos por el control de fosfolipasa negativo 7.
asahii, y la cepa de C. parapsilosis con actividad negativa a fosfolipasas asi como para la
cepa C. glabrata se encontrd que los granulos de la mieloperoxidasa se mantienen en el
citoplasma, y no hay colocalizacion de ambos granulos, asimismo la forma lobulada del
nucleo siempre se mantuvo, lo que indica que la delobulacion caracteristica de la formacién
de NETs nunca se llevd a cabo. Estos ultimos resultados nos confirman que para estas 2

especies de Candida y para T. asahii no inducen la formacion de NETs.

La formacién de NETs es una de las respuestas llevada a cabo por neutréfilos para
la eliminacion de patogenos como C. albicans, sin embargo, se desconocen los mecanismos
que generan su induccion. En este estudio se consideraron a las fosfolipasas como posibles

factores involucrados en dicha induccién, y para tal proposito, se evalud el perfil de
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produccion de fosfolipasas de aislados clinicos de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis
y C. glabrata y su interaccion con los neutrofilos en la inducciéon de NETs. De manera
interesante obtuvimos que las cuatro especies de relevancia clinica demostraron una
actividad de fosfolipasas muy alta siendo algo variable para C. parapsilosis. Esta actividad
reveld ser independiente del crecimiento, sin embargo el medio de cultivo podria promover
cambios metabolicos que la modulen. Adicionalmente, existen diferentes respuestas a la
induccion de NETs por las especies de Candida, donde las fosfolipasas tienen un papel
importante en su induccion, la cual podria estar relacionada a su actividad enzimatica, sobre
todo para las especies de C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis, sin embargo,
sorprendentemente C. glabrata no induce la formaciéon de NETs lo que se sugiere que
otros factores de virulencia y de inhibicion de este mecanismo podrian influir en dicha
respuesta, por lo que seria de interés, analizar los factores involucrados en tal inhibicion e
identificar de manera precisa las fosfolipasas producidas por las diferentes especies de
Candida mediante ensayos de Western blot para confirmar su correlacion con la induccion

de NETs, demostrando la participacion de la via del acido araquidonico en dicha respuesta.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Las cuatro especies de relevancia clinica obtenidas de hemocultivos, C.albicans,
C.tropicalis, C. parapsilosis y C.glabrata demostraron una actividad de fosfolipasas
muy alta siendo algo variable para la penultima especie. Esta actividad reveld ser
independiente del crecimiento, sin embargo el medio de cultivo podria promover

cambios metabolicos que la modulen.

Existen diferentes respuestas a la inducciéon de NETs por las especies de Candida,
donde las fosfolipasas tienen un papel importante en su induccién, la cual podria
estar relacionada a su actividad enzimatica, sobre todo para las especies de C.

albicans, C. tropicalis y C parapsilosis.

C. glabrata no induce la formacion de NETs lo que se sugiere que otros factores de

virulencia y de inhibicion de este mecanismo podrian influir en dicha respuesta.
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CAPITULO 8

PERSPECTIVAS

Identificar de manera precisa las fosfolipasas producidas y secretadas por las

diferentes especies de Candida mediante ensayos de Western blot.

Confirmar la participacion de las fosfolipasas fungicas en la induccion de NETs

por ensayos con Inhibidores especificos de fosfolipasas.

Estudiar los factores involucrados en la baja respuesta a la induccion de NETs
por C. glabrata y del complejo C. parapsilosis (Produccion de catalasas,

peroxidasas, proteasas, ADNsas, hemolisinas y produccién de ROS).

Estudiar la participacion de la via del acido araquidonico en la induccion de
NETs, a través de purificacion de las fosfolipasas fungicas y mediante el uso de
thibidores especificos para las vias de sefialamiento implicadas en la generacion

de ecosanoides.
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APENDICES

APENDICE A. PREPARACION DE SOLUCIONES Y REACTIVOS

Agar Papa Dextrosa: Suspender 39.0g de “Agar Papa Dextrosa, BD, Bioxon,” en
polvo en 1000mL de agua destilada, mezclar, calentar y agitar frecuentemente, dejar
hasta antes del punto de ebullicion por 1 minuto hasta diluir completamente.

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Agar Dextrosa Saboraud: Suspender 65.0g de “Agar Dextrosa Saboraud, BD,
Bioxon” en polvo en 1000mL de agua destilada, mezclar, calentar y agitar
frecuentemente, dejar hasta antes del punto de ebullicion por 1 minuto hasta diluir

completamente. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Agar Harina de Maiz: Pesar 17g de “Corn Meal Agar, BD, BBL™ ” y suspender
en 1000mL de agua destilada, agregéandole al final 1% de Tween 80° . Mezclar,
calentar y agitar frecuentemente, dejar hasta antes del punto de ebulliciéon por 1

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

Medio para hemolisinas: Pesar 65.0g de Agar Dextrosa 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 ebulliciéon por 1 minuto hasta diluir
completamente. Esterilizar a 121°C por 15 minutos. Finalmente afadir 7% de

Sangre total de manera estéril.

Agar DNAsas: Disolver 45g de polvo de medio “DNAsas Test Agar with Methyl
green, Difco BD” en 1000mL de agua destilada. Mezclar, calentar y agitar
frecuentemente, dejar hasta antes del punto de ebullicion por 1 minuto hasta diluir

completamente. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

109



Caldo Soya Tripticaseina: Pesar 30g de “Caldo soya Tripcaseina, BD, Bioxon”y
suspender en 1000mL de agua destilada. Calentar ligeramente para su completa
disolucion y vaciar en tubos de 4x100 con tapon de rosca. Esterilizar a 121°C por 15

minutos

Medio para Fosfolipasas: Pesar 65.0g de Agar Dextrosa Saboraud, 30.0g de
glucosa al 3%, 58.44g de NaCl 1M, 0.55g de CaCl, SmM. Se procede a diluir la
mezcla en 920mL de agua destilada mezclar, calentar y agitar frecuentemente, dejar
hasta antes del punto de ebullicion por 1 minuto hasta diluir completamente.
Esterilizar a 121°C por 15 minutos. Se deja reposar hasta a temperar y afiadir

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

Solucién 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 de Na,HPOq4
(100 mM), y 2.45g KH>PO4 (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: Medir y colocar 100mL de PBS 10x en 900mL de agua destilada.

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

Azul de Tripano diluido: 990uL de PBS 1x mas 10uL de azul tripano

concentrado.

Sytox Green diluido: 990uL de PBS 1x mas 10uL de Sytox Green concentrado.

PMA 40nM: Diluir el PMA que contiene 2mM en 10 pL, agregando 990 pL de
RPML
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Soluciéon Bloqueadora (BSA al 3%): Pesar 2.25g de BSA, y agregar 75mL PBS

1X, mezclar bien hasta completa disolucion.

Solucion Permeabilizadora: Colocar 50ul de Triton 100x en 2.5mL de PBS 1X.

Diluciones de anticuerpos:

e Anti- Calprotectina 1:100 = 18uL de anticuerpo concentrado en 1,782uL
de BSA 3%. Para 1800uL (36 posos x 50uL).

e Anti-Mieloperoxidasa 1:100 = 5pL de anticuerpo concentrado en 495.0 uL
de BSA 3%. Para 500uL (10 posos x 50uL).

e Anti- Elastasa 1:100 = 5uL de anticuerpo concentrado en 495.0 uLL de BSA
3%. Para 500uL (10 posos x 50uL).

e Anti-H3 1:100 = 5uL de anticuerpo concentrado en 495.0 uL. de BSA 3%.
Para 500uL (10 posos x 50uL).

e Alexa Fluor 488 anti-Raton
mezclado con Alexa Fluor 568 1:300 = 4uL de anticuerpo concentrado

cada uno en 1,192puL de BSA 3%. Para 1,200uL (24 posos x 50uL).

DAPI diluido: 10uL de DAPI concentrado en 1,190uL de solucion BSA 3%. Para
1,200pL.
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APENDICE B. LISTA DE CEPAS CLINICAS UTILIZADAS DURANTE EL
ESTUDIO

Tabla 4. Cepas de levaduras de hemocultivos correspondiente a C. albicans

P. Filamentacién y
Hemocultivo Edad Genero Clamidospora Id. por API 20C AUX
449 73a M Positiva C.albicans 99.6%
450 27a M Positiva C.albicans 99.6%
455 70a M Positiva C.albicans 97.4%
458 54a F Positiva C.albicans 99.6%
461 47a M Positiva C. albicans 99.6%
469 62a M Positiva C. albicans 99.6%
472 24a M Positiva C. albicans 97.4%
473 19a M Positiva C. albicans 97.4%
484 23a F Positiva C. albicans 97.4%
491 36a M Positiva C. albicans 99.6%
499 65a F Positiva C. albicans 99.6%
502 16a M Positiva C. albicans 97.4%
503 60a M Positiva C. albicans 97.4%
506 37a M Positiva C. albicans 99.6%
509 43a F Positiva C. albicans 99.6%
513 77a M Positiva C. albicans 97.3%
514 62a M Positiva C. albicans 99.6%
470 14a F Positiva C. albicans 99.6%
523 65a M Positiva C. albicans 2 99.6%
525 7a F Positiva C. albicans 2 99.6%
547 R/N F Positiva C. albicans 2 99.6%
572 7m M Positiva C. albicans 2 99.9%
579 8m M Positiva C. albicans 2 99.6%
589 75a M Positiva C. albicans 99.3%
591 R/N F Positiva C. albicans 2 99.6%
592 54a M Positiva C. albicans 2 99.6%
594 77a M Positiva C. albicans 2 99.7%
597 34a F Positiva C. albicans 2 99.6%
670 R/N M Positiva C. albicans 99.6%
704 R/N F Positiva C. albicans 99.6%
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Tabla S. Cepas de levaduras de hemocultivos correspondiente a C. parapsilosis

P. Filamentacién

Hemocultivo Edad Genero y Clamidospora | /d. por API 20C AUX
435 27a F Negativo C. parapsilosis 99.9%
442 72a M Negativo C. parapsilosis 97%
428 2a F Negativo C. parapsilosis 99.9%
448 75a M Negativo C. parapsilosis 97%
456 58a M Negativo C. parapsilosis 99.9%
457 21a F Negativo C. parapsilosis 99.9%
460 38a M Negativo C. parapsilosis 99.9%
466 21a F Negativo C. parapsilosis 99.9%
468 75a M Negativo C. parapsilosis 99.9%
475 51a M Negativo C. parapsilosis 99.9%
477 17d M Negativo C. parapsilosis 99.9%
480 33a F Negativo C. parapsilosis 99.9%
485 45a F Negativo C. parapsilosis 99.9%
487 63a M Negativo C. parapsilosis 99.9%
488 55a M Negativo C. parapsilosis 99.9%
489 20a M Negativo C. parapsilosis 99.9%
492 24a M Negativo C. parapsilosis 99.9%
500 72a F Negativo C. parapsilosis 99.5%
519 78a M Negativo C.parapsilosis 98.1%
520 51a F Negativo C.parapsilosis 99.9%
556 90a F Negativo C. parapsilosis 98.1%
566 10d F Negativo C. parapsilosis 99.9%
571 6m F Negativo C. parapsilosis 99.9%
580 7a F Negativo C. parapsilosis 99.9%
593 77a M Negativo C. parapsilosis 99.9%
607 47a M Negativo C. parapsilosis 99.9%
608 47a M Negativo C. parapsilosis 99.9%
609 88a F Negativo C. parapsilosis 98.1%
626 55a M Negativo C. parapsilosis 98.1%
647 36a M Negativo C. parapsilosis 98.1%
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Tabla 6. Cepas de levaduras de hemocultivos correspondiente a C. glabrata

P. Filamentacién y

Hemocultivo Edad Genero Clamidospora Id. por APl 20C AUX
178 17A M Negativo C.glabrata 99.3%
186 463 F Negativo C.glabrata 99.3%
202 2a M Negativo C.glabrata 99.3%
209 453 M Negativo C.glabrata 99.3%
210 68a F Negativo C.glabrata 99.3%
235 50a F Negativo C.glabrata 99.3 %
239 62a F Negativo C.glabrata 99.3 %
249 7a F Negativo C.glabrata 99.3%
251 90a F Negativo C.glabrata 99.3%
278 38a M Negativo C. glabrata 99.3%
315 51a M Negativo C. glabrata 99.3%
317 82 F Negativo C. glabrata 99.3%
322 593 F Negativo C. glabrata 99.3%
324 40a F Negativo C. glabrata 99.3%
369 23a F Negativo C. glabrata 99.3%
161 67a M Negativo C. glabrata 99.3%
410 59a M Negativo C. glabrata 99.3%
411 22a F Negativo C. glabrata 99.3%
444 72a F Negativo C. glabrata 99.3%
446 73a M Negativo C. glabrata 99.3%
447 42a M Negativo C. glabrata 99.3%
474 47a M Negativo C. glabrata 99.3%
476 40a F Negativo C. glabrata 99.3%
482 69a M Negativo C. glabrata 99.3%
493 46a F Negativo C. glabrata 99.3%
501 74a M Negativo C. glabrata 99.3%
507 56a F Negativo C. glabrata 99.3%
531 69a F Negativo C. glabrata 99.3%
587 53a M Negativo C. glabrata 91.5%
643 57a M Negativo C. glabrata 99.3%
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Tabla 7. Cepas de levaduras de hemocultivos correspondiente a C. tropicalis

P. Filamentacién y
Clamidospora

Id. por API 20C

Hemocultivo Edad Genero AUX
441 3a F Negativo C. tropicalis 95.7%
454 33a M Negativo C. tropicalis 95.7%
459 443 M Negativo C. tropicalis 95.7%
462 443 M Negativo C. tropicalis 95.7%
471 28a M Negativo C. tropicalis 95.7%
478 38a M Negativo C. tropicalis 95.7%
486 533 M Negativo C. tropicalis 92.5%
490 28a M Negativo C. tropicalis 95.7%
495 64a F Negativo C. tropicalis 95.7%
497 72a F Negativo C. tropicalis 95.7%
508 81a M Negativo C. tropicalis 95.7%
518 61a M Negativo C.tropicalis 95.7%
521 61a F Negativo C. tropicalis 98.7%
529 RIN F Negativo C. tropicalis 95.71%
530 RIN F Negativo C. tropicalis 97.8%
532 R/N M Negativo C. tropicalis 95.71%
533 R/N F Negativo C. tropicalis 95.71%
534 R/N M Negativo C. tropicalis 95.71%
535 RIN M Negativo C. tropicalis 95.71%
536 RIN M Negativo C. tropicalis 95.71%
537 R/N F Negativo C. tropicalis 95.71%
538 RIN M Negativo C. tropicalis 95.71%
539 R/N F Negativo C. tropicalis 95.71%
568 4a F Negativo C. tropicalis 95.9%
569 m M Negativo C. tropicalis 92.8%
570 3a F Negativo C. tropicalis 95.7%
588 15a F Negativo C. tropicalis 95.7%
590 18a M Negativo C. tropicalis 95.7%
600 66a M Negativo C. tropicalis 95.7%
627 R/N M Negativo C. tropicalis 96.3%

115




