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Resumen

Candida albicans es un hongo diploide, asexual y dimorfico que forma parte de la microbiota
comensal de las superficies mucosas. La estructura mas importante es su pared celular, que
estd compuesta de residuos de manosa, de glucanos y quitina. Durante el proceso de
patogénesis, el transporte hacia el espacio extracelular juega un papel importante, por
ejemplo, las enzimas hidroliticas liberadas al finalizar este evento deben ser secretadas para
permitir la remodelacion de la pared celular y para su posterior activacion. La proteasa Kex2
interviene en este proceso de transporte y se encarga de eventos indispensables en la célula,
como de la formacion y remodelacion de la pared celular, procesa factores de virulencia y
proteinas que son esenciales para la integridad de la superficie celular. Se ha reportado que
cepas mutantes de este gen manifiestan una morfologia aberrante en las células y pierden la
capacidad para formar hifas, es decir que la interrupcion de la funcion de este gen tiene
efectos pleiotropicos que pueden afectar la capacidad del organismo. Debido a lo antes
mencionado, sugerimos que estos efectos pleiotropicos podrian estar afectando la capacidad
de C. albicans de interaccionar con células del sistema inmune, asi como la composicion de
la pared celular. Para probar esto, se llevo a cabo la caracterizacion de la pared celular de la
cepa mutante de kex2A, mediante ensayos de hidrdlisis acida y alcalina, unién al azul
Alciano, analisis del contenido de N- y O- mananas y movilidad electroforética de Hex1.
Ademas, se realizo el aislamiento y estimulacion de células mononucleares y macrofagos
para determinar la capacidad de interaccion con células del sistema inmune. Los resultados
obtenidos en este trabajo mostraron un aumento en los polisacéridos estructurales quitina y
glucana y una disminucion en la manana para la mutante nula de kex2A, acompafiado de una
disminucion en los niveles de fosfomananas, ademas de un aumento de las O-mananas, pero
una notoria reduccion de las N-mananas de la pared celular. En la mutante nula kex2A se
observd una mayor exposicion de quitina y glucanos, mayor sensibilidad a agentes que
perturban la pared, defectos en la N-glicosilacién y diferencias significativas al estimular
diferentes interleucinas pro- y antiinflamatorias. La mutante de kex2A presentd ademas una
disminucion en la virulencia y citotoxicidad, comparada a la cepa NGY152 y kex2A+KEX2.
En conjunto, estos datos mostraron que la pérdida de KEX2 afect6 la composicion de la pared

celular, las vias de glicosilacion de proteinas y la interaccion con las células inmunes innatas.
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l. Introduccién
1.1 Candida albicans

Cada afio millones de personas son infectadas por hongos, en los ultimos afos estas
infecciones se han incrementado notablemente debido a la resistencia a antifangicos y al uso
de inmunosupresores en diferentes terapias. Existen alrededor de 600 especies de hongos
patdgenos de humanos, entre los cuales se encuentra el género Candida, que se encuentra
clasificado dentro de la familia Saccharomycetaceae y es uno de los mas prevalentes, en la
clinica (Brown et al., 2012). Los organismos que pertenecen a este genero se encuentran
distribuidos a nivel mundial, sin embargo, algunas de sus especies se restringen a zonas
especificas. Este género esta conformado por mas de 200 especies de hongos levaduriformes,
de las cuales alrededor de 40 especies han sido reportadas como agentes causales de la

candidiasis en humanos (Linton et al., 2007; Turner y Butler, 2014).

En el género Candida, la especie C. albicans es el patégeno fungico oportunista mas
importante, es un hongo diploide, asexual y dimorfico, la infeccidn por este patdgeno sigue
siendo la mas comunmente identificada y se aisla con mayor frecuencia que otras especies
del mismo género (Zhu y Filler, 2010). Este hongo cuenta con la capacidad de crecer en
forma de levadura a 28 °C (Fig. 1, a) y en forma de hifa a 37 °C (Fig. 1, b) (Spampinato y
Leonardi, 2013). C. albicans forma parte de la microbiota comensal de las superficies
mucosas, colonizando el tracto gastrointestinal, genitourinario y la mucosa oral y conjuntiva
de individuos sanos (Zhu y Filler, 2010). Sin embargo, cuando los mecanismos locales o
sistémicos de la defensa del hospedero estan afectados, este hongo puede causar candidiasis.
Ademas, en individuos inmunocomprometidos C. albicans puede penetrar la mucosa
gastrointestinal y permitir la colonizacion de casi todos los 6rganos del cuerpo humano,
causando candidiasis diseminada, que puede provocar la muerte del hospedero (Gow y Hube,
2012; Spampinato y Leonardi, 2013; Kiyoura 'y Tamai, 2015).
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Figura 1. Morfologias de crecimiento de C. albicans a. Células de levadura de C. albicans
(microscopia de campo claro 63X), b. Morfologia de hifa de C. albicans (Sudbery 2011).

1.2 Pared celular de C. albicans

La pared celular de C. albicans ha sido un foco constante de atencion durante las Gltimas
décadas debido a que cumple dos funciones esenciales, mantener la integridad de la célula e
interactuar con el medio ambiente (Chaffin, 2008; Gow y Hube, 2012). La pared celular es
el primer punto de contacto entre el microorganismo y las células del sistema inmune innato
del hospedero, estd compuesta de un 90% de carbohidratos y un 10% de proteinas. Los
carbohidratos dominan el reconocimiento inmune y las proteinas desempefian un papel clave
en las interacciones adhesivas con las superficies de las células del hospedero (Netea et al.,
2008; Mora- Montes et al., 2009; Gow y Hube, 2012).

Los carbohidratos estan organizados en dos capas (Fig. 2). La capa interna que esta cerca a
la membrana plasmatica estd compuesta por quitina y - glucanos (B-1,3 glucano y p-1,6
glucano). Tanto la quitina como los B-1,3 glucanos son polisacaridos estructurales que le dan
fuerza y forma a la pared celular, los B-1,6 glucanos actian como moléculas enlazadoras
entre el glicosilfosfatidilinositol (GPI) y los B-1,3 glucanos (Ruiz- Herrera et al., 2006). La
quitina representa del 1-2% del peso seco en las levaduras, los f-1,3 glucanos son
componentes de pared muy abundantes representando alrededor del 40% del peso seco y los
B-1,6 glucanos solamente el 20% del peso seco (Pérez- Garcia et al., 2011). En la capa mas
externa de la pared celular se encuentran las mananas (del tipo N- y O-) que son

modificaciones postraduccionales de proteinas de la pared celular, estas se hallan mas
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expuestas que los otros componentes y se caracterizan por estar menos estructuradas, por

tener una menor permeabilidad y porosidad (Gow y Hube, 2012).

Outer wall
mannan
cell wall proteins

Inner wall

B,1-3 glucan
chitin

Figura 2. Estructura y composicion de la pared celular de C. albicans (Imagen obtenida de Gow et
al., 2012).

1.3 Glicosilacion de proteinas (N- y O- glicosilacion)

La capa mas externa de la pared celular de C. albicans estd compuesta por varias
manoproteinas que estan implicadas en la adhesion del patdgeno al hospedero. La sintesis de
éstas es llevada a cabo por un proceso llamado glicosilacién, el cual es una modificacién
covalente que modula la estructura y funcién de las proteinas de secrecion (Herscovics y
Orlean, 1993).

Una vez que se lleva a cabo la modificacion covalente de las proteinas, por la adicion de uno
0 mas residuos de azucar, estas adquieren propiedades fisicoquimicas distintas y su funcion
puede ser alterada. En los hongos como C. albicans, las glicoproteinas forman parte
importante de la pared celular, realizando un papel clave en el mantenimiento de su forma e
integridad, asi como en la adhesion a superficies y formacion de biopeliculas (Mora-Montes
et al., 2009). Se ha reportado que tanto en Saccharomyces cerevisiae como en C. albicans la
glicosilacion de proteinas es una modificacion esencial para la viabilidad celular (Spiro
2000). El proceso de glicosilacion se inicia en el reticulo endoplasmico (RE) como un evento

postraduccional y se divide en dos rutas principales, N- y O-glicosilacion.

1.3.1 N-Glicosilacion
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Debido a que las glicoproteinas son el primer punto de contacto con las células del hospedero,
la glicosilacion resulta ser muy importante para el establecimiento del proceso infeccioso y
por tanto para la virulencia. La N-glicosilacion comienza en el RE, donde el precursor
GlcsMangGIcNAC2 (GsMog) se transfiere del donador dolicol-pirofosfato (Dol- PP), a un
residuo de asparagina, dentro de la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr (Fig. 3), por accion
del complejo enzimatico oligosacaril transferasa (OST) (Herscovics y Orlean, 1993). Una
vez que se ha unido a la proteina, el precursor GzMg es modificado por glicosil hidrolasas,
en primer lugar, el residuo externo de glucosa es removido por la accion de la a-glucosidasa
I, posteriormente la o-glucosidasa Il remueve los dos residuos restantes de glucosa y
finalmente se elimina un residuo de manosa por la accion de una al,2-manosidasa, para la
generacion del oligosacarido MangGIcNAc. (Ms). Posteriormente, las proteinas son
transportadas al aparato de Golgi (AG) donde el proceso de glicosilacion continua, el Mg es
procesado por manosiltransferasas que afiaden residuos de manosa para la formacion de las

N- mananas (Herscovics y Orlean, 1993).

1.3.2 O-Glicosilacion

La O- glicosilacion es realizada de manera similar, pero las modificaciones postraduccionales
se llevan a cabo sobre un residuo de Ser/Thr (Fig. 3). La ruta comienza con la incorporacién
de una a-manosa por la accién de las enzimas proteina- manosiltransferasas del RE.
Posteriormente, la cadena es extendida hasta 5 residuos de al,2-manosas por dos de los
miembros de la familia KRE2/MNT1 de manosiltransferasas del AG (Mntl y Mnt2) (Munro
et al., 2005; Diaz- Jiménez et al., 2012).

Phosphomannan N-mannan O-mannan

— pmrt
— mntt1/mnit2

7
sn-X-Ser/Thr ~ 7~ SerlThr~

|
— A
@ « 1,2-mannan Q B 1,2-mannan

@ o« 1,3-mannan @ B 14-mannan
@ «1,6manan @ N-acetylglucosamine

Figura 3. Estructura de las N- y O-glicanas de C. albicans (Sheth et al., 2011).
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1.4 Ruta secretora de Kex2

El proceso de la secrecion de proteinas esta mediado por una variedad de mecanismos de
control de calidad que operan en el RE y en otros compartimentos que participan en esta ruta,
garantizando laregulaciony el plegamiento correcto de las proteinas (Pakdel y Blume, 2018).
Una pauta general es que solo las proteinas que logran ser seleccionadas bajo un estricto
proceso pueden ser transportadas a sus organelos y compartimentos correspondientes, como
endosomas, lisosomas y membrana plasmatica. Si algo falla en este proceso de seleccion, el
producto debe ser degradado (Ellgaard et al., 1999; Arvan et al., 2002). Las proteinas deben
dirigirse al organelo correcto para su funcion, modificacion o destruccion (Bowers y Stevens,
2005).

Kex2 es una proteasa similar a subtilisina que se localiza en el AG y que se encuentra
implicada en esta ruta de secrecidn, ademas, parece ser necesaria para el transito entre el AG
y los endosomas. Kex2 recibe sefiales de retencion de las proteinas conocidas como TLS2
(secuencia de localizacién de red trans- Golgi) (Redding et al., 1996). EI AG es un centro de
transporte retrogrado y anterégrado asociado con glicosiltransferasas que mantienen la
distribucion de proteinas (Fig. 4). Kex2 realiza un ciclo entre la cara externa del AG y el
compartimiento prevacuolar donde procesa proteinas que estan involucradas en el
mantenimiento y remodelacion de la pared celular, esta proteasa permite también que se lleve
a cabo la protedlisis, proceso importante para la maduracion de proteinas y para la activacion
de enzimas (Hube y Naglik, 2001; Staniszewska et al., 2016). Ademas, Kex2 interviene en
el mecanismo de transporte retrogrado y anterogrado de proteinas, este proceso que se lleva
a cabo desde el AG hasta el RE y viceversa, es ampliamente conocido para el correcto
funcionamiento de la via de secrecion de proteinas (Spang, 2013; Zhao et al., 2019). El flujo
retrégrado asegura el retorno de las proteinas plegadas de manera incorrecta, para ser
nuevamente censadas y enviadas posteriormente al AG. Este proceso es altamente selectivo
y permite un adecuado sistema de reciclaje y de desecho de proteinas (Cole et al., 1998;

Spang 2013), siendo esencial para muchos eventos celulares.
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MC PC

RE AG

Kex2

Figura 4. Localizacion de la proteasa Kex2 en la ruta de secrecion de proteinas. RE (reticulo
endoplasmico), AG (aparato de Golgi), MC (membrana celular), PC (pared celular) (Imagen obtenida
y modificada de Hube y Naglik, 2001).

1.5 Funcion de Kex2 en C. albicans

Kex2 es una proteasa dependiente de calcio (Ca®") que actla en la via secretora y que se
encuentra dentro de la familia conservada de las serin proteasas, es decir hidrolasas que
degradan enlaces peptidicos y proteinas, que poseen en su centro activo un aminoacido serina
esencial para la catalisis enzimatica (Newport y Agabian, 1997). Kex2 se encarga de romper
el enlace peptidico entre los amino4cidos Lisina-Arginina (Lys-Arg) y Arginina-Arginina
(Arg-Arg) (Newport y Agabian, 1997; Bader et al., 2008). La escision de preproteinas en el
lado carboxilo terminal de los residuos de Lys-Arg es caracteristica de esta familia de tipo
subtilisina a la que pertenece Kex2. La escision del polipéptido generalmente tiene lugar
intracelularmente, antes de la secrecion, a finales del AG, lo que facilita la entrada posterior
de las proteinas maduras hacia las vesiculas de secrecion y, por lo tanto, representa un paso
clave en las vias de secrecion en levaduras. Los eucariotas poseen una gran familia de estas
proteasas reguladoras, denominadas prohormonas o preproteinas convertasas, los hongos
como C. albicans albergan un gen Unico que codifica una serin proteasa de tipo subtilisina
con esta actividad (Monod et al., 1994; Naglik et al., 2003; Granger, 2018).

Kex2 tiene tres sitios de unidén a aminoéacidos, el sitio P1, P2 y P4. En el sitio P1 solo se
acepta el aminoéacido arginina, el P2 lisina 'y en el P4 leucina (u otro aminoacido alifatico).
La caracterizacion bioquimica de Kex2 sugiere que el sitio P1 es el determinante primario de
especificidad, mientras que P2 y P4 son importantes desde el punto de vista energetico

7
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(Holyoak et al., 2003). Kex2 es la principal proteasa en la via secretora de C. albicans debido
a que tiene especificidad de reconocimiento y sitios de escision preferidos, lo que le confiere

gran importancia en este proceso (Granger, 2018).

Kex2 contribuye a la activacion de algunos factores de virulencia como secrecion de
proteasas que son esenciales para la integridad de la superficie celular y el polimorfismo del
hongo (Newport y Agabian, 1997; Staniszewska et al., 2016). Ademas, esta implicada en la
modificacion postraduccional de enzimas hidroliticas y recientemente se ha descubierto que
esta proteasa también participa en la formacion del péptido candidalisina, un fragmento
peptidico de la enzima convertidora de endotelina 1 (Ecel) que es necesaria para el ingreso
de las hifas a través de las barreras epiteliales de las células del hospedero (Moyes et al.,
2016; Richardson et al., 2018).

1.6 Reconocimiento inmune de C. albicans

En individuos inmunocompetentes, el sistema inmune y la microbiota son los encargados de
controlar la poblacion de C. albicans presente en las mucosas del hospedero (Mora- Montes
et al., 2009). Trabajos previos han demostrado que la inmunidad innata es la primera linea
de defensa que el hospedero utiliza para combatir las infecciones causadas por C. albicans
(Netea et al., 2008; Mora- Montes et al., 2009). Este reconocimiento es llevado a cabo a nivel
de la pared celular, que, al ser la capa mas externa, y estar conformada por elementos que no
son sintetizados por las células del hospedero, contiene la mayoria de los patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPS) presentes en C. albicans. La tarea de reconocer
aun patogeno invasor y activar la respuesta del hospedero se lleva a cabo mediante receptores
de reconocimiento de patrones (PRRs) (Fig. 5), que reconocen las firmas quimicas
microbianas conservadas llamadas PAMPs (Mora- Montes et al., 2011; Pérez- Garcia et al.,
2011; Gow y Hube, 2012).

Se han identificado cuatro tipos principales de PRRs receptores tipo Toll (TLRS), receptores
de lectina de tipo C (CLRs), receptores similares al dominio de oligomerizacion de unién a

nucleodtidos (NOD) y receptores similares al gen | (RIGI) inducible por acido retinoico (RLI),
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de los cuales dos son de importancia en el reconocimiento de hongos, en especial de C.
albicans: los TLRs y CLRs (Dennehy et al., 2008; Netea et al., 2008; Zheng et al., 2015).

Los TLRs reconocen diversas estructuras conservadas de microorganismos. Varios TLRs han
sido implicados en el reconocimiento de componentes fungicos, TLR2 reconoce
fosfolipomananas, TLR4 reconoce O- mananas, TLR6 esta involucrado en el reconocimiento
de zimosano y TLR9 detecta el ADN fungico (Netea et al., 2008). Los receptores de lectina
de tipo C son principalmente receptores unidos a la membrana que reconocen las estructuras
de polisacaridos de C. albicans, la dectina-1 reconoce los B-1,3-glucanos, mientras que el
receptor de manosa (MR) y DC-SIGN reconocen las N- mananas. El receptor TLR2 en
cooperatividad con dectina-1 reconocen la f1,3-glucano (Netea et al., 2008; Dennehy et al.,
2008). Estudios previos en C. albicans han demostrado que hay otras lectinas que tienen un
papel importante en el reconocimiento de este patdgeno, dectina-2, dectina- 3 y lectina de
tipo C inducible por macréfagos (Mincle), las cuales reconocen a-mananas (Drummond et
al., 2011).

Los estudios sobre PAMPs han revelado que las estructuras de la PC de C. albicans son
reconocidas por el sistema inmune mediante diversos receptores presentes en macrofagos,
neutréfilos, células dendriticas (DC), células CD4" y monocitos (Fig. 5). Solo en la Gltima
década ha quedado claro que el sistema inmune innato no solo reconoce especificamente
varias clases de microorganismos, sino que también inicia y modula las respuestas

adaptativas posteriores que son mediadas por las células T y las células B (Netea et al., 2008).
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Figura 5. Células del sistema inmune y PRRs involucrados en el reconocimiento de C. albicans. TLR
(receptores tipo Toll), MR (receptor de manosa), CR3 (receptor del complemento 3), FcyR (receptor
gamma Fc), DC-SIGN (molécula de adhesidn intercelular especifica de células dendriticas) (Imagen
obtenida de Netea et al., 2008).

1.7 Antecedentes

En trabajos previos, como el de Newport y Agabian en 1997, se identifico y caracteriz
genéticamente la proteasa similar a Kex2 de C. albicans, reportando que en la mutante del
gen KEX2 de C. albicans se vio afectada la morfogénesis del hongo. Cuando éste se cultivo
en condiciones de induccion de formacion de hifas, la cepa mutante fue incapaz de
generarlas, ademas se dieron cuenta que las células de levadura de la mutante tendian a ser
mas grandes y se agregaban entre si (Fig. 6). Las mutantes carentes de Kex2 procesaron de
manera aberrante una aspartil proteasa secretada (SAP), lo que conduce a una secrecion
disminuida de la misma enzima (Newport y Agabian, 1997). Esta incapacidad para procesar
SAPs o para la produccion de hifas afectd la patogénesis y virulencia del hongo (Chambers
et al., 1993; Newport y Agabian, 1997).

Figura 6. Morfologia de las cepas WT, kex2A+KEX2 y kex2A en condiciones de induccion de
hifas. a. Cepa WT. b. Cepa reintegrante kex2A+KEX2. c. Cepa mutante kex2A. (Imagen obtenida de
Newport y Agabian, 1997).

La proteasa Kex2 de C. albicans participa en vias que conducen a la expresion de dos de los
factores de virulencia mejor caracterizados del organismo: cambios fenotipicos y secrecion
enzimas hidroliticas (Newport et al., 2003). La cepa mutante en KEX2 tiene atenuada la
virulencia en un modelo de raton de infeccion sistémica. En la candidiasis sistémica, donde
el sitio primario de patogénesis es el rifion, las cepas mutantes son incapaces de invadir la
matriz renal, comparado a las cepas de tipo parental (Newport et al., 2003). Ademas, se ha
reportado que la mutante nula de KEX2 es incapaz de salir de los fagolisosomas de

macrofagos, lo cual podria explicar la disminucion de la virulencia. (Newport et al., 2003).

10
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Se sabe también que los rifiones de ratones infectados con mutantes carentes de Kex2 sufren
menos dafio en el tejido, comparado al que sufren con cepas de tipo parental (Newport et al.,
2003).

Sin embargo, la base molecular de la morfologia atipica de la mutante carente de Kex2 en C.
albicans no esté clara, pero las posibilidades incluyen un defecto en la formacion de la pared
celular y un efecto sobre la polaridad celular. Se sabe que en C. albicans, Kex2 es importante
para el procesamiento de una exo-p-(1, 3)-glucanasa y Hwp1l que codifica para una proteina
de la pared celular hifal, con funciones de adhesion y virulencia (Chambers et al., 1993; Staab
et al., 1996; Newport y Agabian, 1997). En S. cerevisiae, se han descrito componentes de la
pared celular que requieren de un procesamiento dependiente de Kex2, la ausencia de Kex2
en este hongo genera incapacidad para esporular (Basco et al., 1996). En Aspergillus oryzae
se ha sugerido que las aspartil proteasas secretoras desempefian un papel directo en la
formacion de la pared celular, quizés reorganizando la arquitectura de la hifa en crecimiento
(Mizutani et al., 2004).

En otras especies como Yarrowia lipolytica y S. cerevisiae la ausencia de Kex2 también
genera defectos morfologicos en la formacion de hifas, las células que se forman son mas
grandes y alargadas de lo habitual y permanecen unidas después de la gemacién (Enderlin 'y
Ogrydziak, 1994). Las deformaciones en las células de S. cerevisiae parecen estar asociadas
con patrones anormales de deposicion de quitina, como se ha observado con tinciones de
blanco de calcofluor, compuesto que se une a la quitina. En otro patégeno fangico, como
Candida glabrata, las mutantes de Kex2 son hipersensibles a blanco de calcofluor (Komano
y Fuller, 1995; Bader et al., 2008).

Segun Bader y colaboradores (2001), mutantes de Kex2 en C. glabrata mostraron un
crecimiento con agregados celulares, y ademas estas mutantes eran hipersensibles a algunos
medicamentos antimicoticos que atacan la membrana celular, como anfotericina B y algunos
azoles. En modelos in vitro de candidiasis oral, las mutantes de Kex2 mostraron dafio tisular
reducido en comparacion con otras cepas. Estos datos sugieren que Kex2 en C. glabrata esta
involucrado en el procesamiento de proteinas que son esenciales para la integridad de la

superficie celular (Brown y Gow, 1999; Bader et al., 2001).

11
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Estos resultados, en conjunto, indican que la interrupcion de la funcion de Kex2 tiene efectos
pleiotropicos que pueden afectar la capacidad del organismo para colonizar e invadir tejidos.
El fenotipo complejo de las mutantes de delecion refleja un papel importante para Kex2 en

una amplia gama de procesos celulares (Newport y Agabian, 1997).
11. Justificacion

Candida albicans es la especie patdgena humana més comun que puede causar un amplio
espectro de enfermedades que incluyen infecciones de la piel, mucosas y sistémicas. Las
enzimas hidroliticas liberadas por este patdgeno juegan un papel importante en la adherencia,
penetracion del tejido, invasion y destruccion de los tejidos del hospedero. Las enzimas
hidroliticas mas importantes son las proteasas que tienen que ser modificadas en el AG para

su actividad.

En C. albicans, la serin proteasa Kex2 residente del AG desempefia un papel clave en la
modificacion de proteasas secretables, proteinas involucradas en la formacion de la pared
celular y mecanismos de remodelacion, la pared celular participa en el reconocimiento y la
modulacion del sistema inmune del hospedero y permite adherirse a las superficies celulares.
Considerando la funcion de la proteasa Kex2, es de nuestro interés determinar cambios en la

pared celular y en el reconocimiento inmune del hongo en cepas mutantes de este gen.
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I11. Objetivos
3.1 Objetivo general

Determinar el papel de la proteasa Kex2 en la composicion de la pared celular y

reconocimiento inmune de C. albicans

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar la pared celular de la mutante kex2A de C. albicans

e Dilucidar el reconocimiento de células del sistema inmune innato a mutantes kex2A
de C. albicans

e Establecer la participacion del producto del gen KEX2 en la virulencia de C. albicans

IV. Hipdtesis

El fenotipo aberrante de kex2A y el papel pleiotrépico de la proteasa Kex2 afecta la

composicion de la pared celular de C. albicans y ademas su interaccion con células del

hospedero.

13
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V. Materiales y métodos
5.1 Cepas y condiciones de cultivo

Las cepas utilizadas en este estudio fueron: NGY 152, cepa Ura+ derivada de la cepa SC5314
CAI-4/Clp10, la cual se denominé cepa parental (WT); CNA1, una mutante Ura+ con el
genotipo kex2A + ClIpl0-KEX2 y CNA3, una mutante nula Ura+ kex2A/ kex2A, ambas
derivadas de la cepa SC5314 de C. albicans y con su genotipo previamente caracterizado
(Tabla 1) (Newport y Agabian, 1997; Brand et al., 2004).

Las células de C. albicans se crecieron a 28 °C en medio Sabouraud (1% [p /v] de peptona
carne y peptona de caseina, 4% [p/v] de glucosa). Para medio s6lido Sabouraud, se

suplementd con agar bacteriologico al 2% (p/v).

Tabla 1. Cepas de C. albicans usadas en este trabajo

Cepas Origen Genotipo

NGY152 | Derivado de CAI-4/Clpl0 | ura3A-irolA::imm434/Aura3A-
irold::imm434,
RPSI/rps1A::Clpl0

CNA1l Derivado de CNA3 ura34::imm434/ura3A::imm434,
kex2A::hisG/ kex2A::hisG,
RPSI/rps1A::Clpl0-KEX2

CNA3 Derivado de CAI-4 ura34::imm434/ura3A::imm434,
kex2A::hisG/ kex2A::hisG,
RPSI/rps1A::Clp10

5.2 Analisis de la composicién de la pared celular

e Hidrdlisis acida
Para determinar cambios en el porcentaje de carbohidratos de la pared celular de C. albicans,
se llevo a cabo el ensayo de hidrolisis acida (Mora-Montes et al., 2007). Para ello, se

obtuvieron células de levadura de un cultivo en fase exponencial (5 h), la pastilla de éstas se

obtuvo por centrifugacion a 3500 x g durante 5 min a temperatura ambiente y posteriormente

14
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se procedio a hacer la ruptura de las células en un homogeneizador Precellys 24 (Bertin) con
ocho ciclos de 90 segundos a 6000 rpm, con periodos de reposo de 20 segundos en hielo entre
ciclos. Luego, el homogeneizado de las células se centrifugd a 3500 x g durante 5 min a
temperatura ambiente, la pastilla se lavd cinco veces con 10 mL de NaCl 1M vy
posteriormente se almacend. Para llevar a cabo la liberacion de proteinas intracelulares, las
ceélulas fueron tratadas con 5 mL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 2% (p/v), B-
mercaptoetanol 0.3 M, EDTA 1 mM (pH 7.5) y Tris 50 mM. Una vez realizado este
tratamiento, la suspension se llevo a calentamiento durante 10 min a 100 °C y posteriormente
se realizaron lavados con agua destilada para eliminar restos de la solucion. Las muestras se
liofilizaron, las paredes celulares se hidrolizaron con &cido trifluoroacético (TFA) 2 My se
analizaron mediante cromatografia de intercambio anionico de alta resolucion, con deteccion
amperometrica pulsada (HPAEC-PAD) con un sistema Dionex (Thermo Fisher Scientific)
equipado con una columna CarboPac PA-1. La separacién de carbohidratos se realizd con un
gradiente de acetato de sodio 150 mM NaOH (flujo de 0.5 mL/min) de la siguiente manera:
0-5 min = 45-75 mM NaOH, 5.1-15.0 min=90 mM NaOH, 15.1- 17.0 min = 105 mM NaOH
+ 75 mM acetato de sodio, 17.1- 20.0 min = 75 mM NaOH + 150 mM acetato de sodio y de
20.1- 25.0 min = 45 mM NaOH, a una temperatura de columna de 25 °C (Mora-Montes et
al., 2007; Pérez- Garcia et al., 2016).

e Hidrdlisis alcalina

Para la cuantificacion de las proteinas de pared celular, el procedimiento que se siguié es
similar al mencionado anteriormente para la hidrélisis &cida, la variante para esta hidrdlisis
es que las muestras de las paredes celulares previamente liofilizadas se hidrolizan con NaOH
1 N. Para determinar el total de proteinas se utilizaron alicuotas de 5 pLL de cada una de las
muestras y éstas fueron analizadas usando el ensayo de proteinas DC™ (compatible con
detergentes) (Bio-Rad) (Mora- Montes et al., 2007).

e Ensayo de union al colorante azul Alciano

El contenido de fosfomananas de la pared celular se determino por la habilidad de las células
de C. albicans para unir el colorante catidnico azul Alciano (Hobson et al., 2004). Las células

del hongo se crecieron en medio Sabouraud a 28 °C, en agitacion (120 rpm) durante 18 h, se
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tomaron alicuotas de 500 pL y se inocularon en matraces Erlenmeyer que contenian 50 mL
del medio de cultivo Sabouraud, incubandose a las mismas condiciones durante 5 h para
asegurar que las células alcanzaran la fase exponencial. Posteriormente, se sedimentaron por
centrifugacion a 3500 x g durante 5 min a temperatura ambiente, se lavaron dos veces con
agua desionizada y se ajusto la concentracion celular a D.O. s00 nm = 0.2. Se resuspendieron
en 1 mL de una solucion de azul de Alciano de 30 pg / mL en HCI 0.02 M (Sigma- Aldrich)
y se incubaron a temperatura ambiente por 10 min. Pasado este tiempo las células se
centrifugaron y al sobrenadante se le determind la D.O.620 nm. LOS resultados para este ensayo
se calcularon a partir de una curva de calibracién, cuantificando la cantidad de azul de
Alciano no unido a las células, lo que da una medida indirecta del colorante retenido por la
pared de la célula (Hobson et al., 2004).

e Analisis del contenido de mananas: extraccion de N- y O-mananas

Para determinar cambios en los procesos de manosilacion de la pared celular se llevo a cabo
la eliminacion de N- y O-mananas. A partir de un cultivo de 18 h se tomaron 500 pL que
posteriormente fueron inoculados en 50 mL de medio Sabouraud, incubandose por 5 h a 28
°Cy en agitacion a 120 rpm. Posteriormente, se recupero la pastilla mediante centrifugacion
y se realizaron dos lavados con agua desionizada. Todas las células fueron ajustadas a una

concentracion de 1x108 células/mL.

Para la eliminacién de las N- mananas, a la pastilla obtenida se le agregaron 24 mL de agua
desionizada estéril, 1 mL de acetato de sodio (NaOAc) 3 M pH 5.2y 25 U de Endoglicosidasa
H (New England Biolabs). La muestra se incubd 18 h a 37 °C con agitacion, pasado el tiempo
de incubacion se centrifugd la muestra durante 5 min a 1700 x g y se recupero el
sobrenadante, este se ajusté a pH 7.0 con NaOH 2 M, se congeld la muestra, se liofilizé y

posteriormente se guardod a -18 °C (Diaz- Jiménez et al., 2012; Navarro- Arias et al., 2016).

Para eliminar las O-mananas, la pastilla celular fue tratada con 20 mL NaOH 0.1 My llevada
a incubacion durante toda la noche a temperatura ambiente con agitacion suave, pasado el
tiempo de incubacién se recuperd por centrifugacién el sobrenadante y este fue ajustado a
pH 7.0 con HCI 100 mM, se congel6 la muestra, se liofiliz6 y se guard6 a -18 °C (Diaz-
Jiménez et al., 2012; Navarro- Arias et al., 2016).
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Una vez liofilizadas ambas muestras, se procedio a realizar la cuantificacion de azucares por
el metodo de fenol-acido sulfurico (H2SOs), para ello se realizo una curva de calibracion por
duplicado usando manosa como estandar. A partir de una solucion de manosa de 1 mg/mL
se hicieron diluciones seriadas para ajustar la curva a las concentraciones necesarias:
0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1 mg/mL de manosa en un volumen de 100 pL, posterior
a ello se agregaron 300 pL de fenol y 2.5 mL de H2SO4 concentrado, se agitd y se incubo
durante 15 min en ausencia de luz. El tratamiento para todas las muestras fue el mismo, lo
unico que vari6 fue la adicion de 100 puL de cada una de las muestras, de igual manera para
leer el blanco se reemplazaron los 100 pL. de muestra por 100 puL de agua desionizada.
Posteriormente, se realizd la medicion de la curva y de las diferentes muestras a una

absorbancia de 490 nm en un espectrofotémetro UV-Vis (Lozoya- Pérez et al., 2019).
e Ensayo de tincion con fluorocromos

Para determinar cambios en los polisacaridos estructurales de la pared celular se realiz6 una
tincién con fluorocromos. Para ambos ensayos se utilizaron células vivas y células
inactivadas por calor (HK), en ambas condiciones las células se ajustaron a una concentracion
de 1x108 células/mL. Para llevar a cabo la inactivacion por calor las células se resuspendieron
en 1 mL de tampodn fosfato salino, por sus siglas en inglés PBS (8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g
Na:HPOs, 0.24 g KH2PO4 a pH 7.4) y se llevaron al Termomixer durante 1 h a 56 °C (Mora-
Montes et al., 2011). Para asegurarnos que las células realmente estuvieran inactivadas por
calor, se tomé una alicuota de 50 pL de la muestra y se incubé a 28 °C durante dos dias en

una placa de agar Sabouraud, observandose ausencia del crecimiento celular.

Para la tincién de quitina, las células fueron tratadas con 100 uL de isotiocianato de
fluoresceina acoplada a aglutinina germen de trigo (WGA- FITC) (1 mg/mL) (Sigma), las
células fueron incubadas durante 30 min a temperatura ambiente con agitacion suave y
protegidas de la luz, pasado el tiempo de incubacién las células se centrifugaron a 9485 x g
durante 5 min y posteriormente se lavo la pastilla dos veces con PBS. Finalmente, las células
se resuspendieron en 500 pul de PBS para ser examinadas bajo un microscopio de

fluorescencia (Zeiss Axioscope- 40 y una camara Axiocam MRc) (Marakalala et al., 2013).
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Para la tincion de B-1,3-glucanos, las células fueron tratadas con 5 pg/mL de 19gG Fc-Dectina-
1 quimera durante 1 h a temperatura ambiente y cubiertas de la luz, seguido se realizé una
incubacion con 1 ug/mL de anticuerpos de asno anti-FC 1gG acoplados a FITC durante 30
min a temperatura ambiente. Las células se centrifugaron a 9485 x g durante 5 min, la pastilla
se lavé dos veces con PBS y las muestras se examinaron por microscopia de fluorescencia
usando un microscopio Zeiss Axioscope-40 y una camara Axiocam MRc. La cuantificacion
de fluorescencia para 300 células se calcul6 utilizando Adobe Photoshop CS3 y mediante la
siguiente formula: [(total de pixeles verdes- pixeles verdes de fondo) x 100]/ pixeles totales
(Graham et al., 2006; Pérez- Garcia et al., 2016).

e Ensayo de cambio en la movilidad electroforética de Hexl (B-N-

acetilhexosaminidasa)

Para determinar cambios en el proceso de N-glicosilacion se realiz6 un ensayo de zimograma,
esperando observar cambios en la movilidad electroforética de la enzima hidrolitica Hex1.
Para inducir la actividad de esta enzima, las células se incubaron en medio SC (0.7% [p / V]
YNB con aminoacidos, glucosamina 25 mM) durante 24 h a 28 °C con agitacion, estas se
recogieron por centrifugacion y la pastilla se resuspendi6 en Tris- HCI 10 mM (pH 6.8), las
células se rompieron mecanicamente con un homogeneizador Precellys 24, como se describio
anteriormente. Posteriormente, el homogeneizado se centrifug6 durante 10 min a 1700 x g,
se recuperd el sobrenadante y se liofiliz6. Una vez concentrada la muestra, esta fue
resuspendida en el buffer de Tris-HCI y se procedié a cuantificar la cantidad de proteina
usando el ensayo de proteinas DC™ (Bio-Rad). Todas las muestras fueron ajustadas a una
misma concentracion de proteina (100 ug), se cargaron en un gel de poliacrilamida al 6%
que se encontraba bajo condiciones nativas y este se dejo migrar durante 9 h a 70 V. La
actividad de N-acetilhexosaminidasa se determind incubando con 4-metilumbeliferil N-
acetil-B-D-glucosamina (Sigma) 0.4 mM en solucion amortiguadora de &cido citrico-KOH
0.1 M (pH 4.5) durante 30 min a 37 ° C. La actividad enzimatica se reveld exponiendo el gel
a la luz UV (Hernandez- Cervantes et al., 2012). La deglicosilacion de las muestras se llevo

a cabo agregando 1 U de Endo-H durante 16 h a 37 °C, como se mencioné anteriormente.

e Ensayo de susceptibilidad a agentes perturbadores de pared celular
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Para observar defectos en la sintesis u organizacion de la pared celular se utilizaron diferentes
agentes perturbadores, como el rojo congo, blanco de calcofluor, higromicina B y SDS. Las
cepas de C. albicans fueron expuestas a diferentes agentes perturbadores para observar
susceptibilidad a estos, utilizando un método de microdilucién en placas de 96 pozos. Las
levaduras se cultivaron hasta que alcanzaron la fase exponencial, se centrifugaron a 1700 x
g durante 5 min para recuperar la pastilla. Posteriormente, la pastilla se resuspendié en 1 mL
de medio Sabouraud y se ajustaron las células a una D.O.s0onm= 0.05. Se prepararon las
diferentes concentraciones de los agentes perturbadores, los cuales fueron diluidos en medio
Sabouraud: para blanco de calcofluor y rojo congo se partié de una concentracion de 2
mg/mL, y se hicieron diluciones seriadas para obtener concentraciones de 200, 100, 50 y 25
pg/mL, para higromicina B se partio de una dilucion concentrada de 10 mg/mL para obtener
concentraciones de 75, 50, 25 y 20 pg/mL y para SDS 1%, se hicieron diluciones para obtener
porcentajes de 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 y 0.05 %. Una vez obtenidas las diluciones de los agentes
perturbadores y de las células de levadura se procedi6 agregar las muestras a una placa de 96
pozos. De los agentes perturbadores se agregaron 200 pL a cada pozo y de las células de
levadura 20 pL. Las placas se incubaron a 28 °C durante 18 h, y pasado el tiempo de
incubacion se midiod la D.O.s00 nm. Como controles del experimento, se incluyeron levaduras

sin el agente perturbador (Bates et al., 2005).
e Ensayo de susceptibilidad a antifingicos

Para determinar si se afecta la sensibilidad de las diferentes cepas de C. albicans a
antifangicos comerciales, se procedio a realizar el ensayo de microdilucién para levaduras,
M27-A3, método estandarizado por el CLSI (Lacasa et al., 2007). Se preparé el medio de
cultivo con RPMI 1640 suplementado con glutamina y sin bicarbonato de sodio, tamponado
con acido morfolino propano sulfénico (MOPS) 0.164 M (Sigma), ajustado a pH 7'y con 0.2
% de glucosa. La preparaciéon de los antifingicos se realizd de dos maneras: para los
antifangicos que son solubles en agua como el fluconazol se prepararon las concentraciones
a ensayar comprendidas entre 64 y 0.12 pg/mL, utilizando como diluyente RPMI 1640 (10.4
g RPMI, 34.53 g tampon MOPS y 1 L agua destilada). Para los antifingicos que son
insolubles en agua como anfotericina B e itraconazol se prepararon las concentraciones

requeridas para el ensayo que se encuentran entre 16 y 0.03 pg/mL, utilizando como diluyente
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dimetil sulfoxido (DMSO). Para los antifangicos solubles en agua a partir de la solucion
madre se preparé una serie de diluciones a una concentracion 10 veces superior a la
concentracion final deseada, utilizando como diluyente RPMI 1640, mientras que para los
que no son solubles en agua se prepard una serie de diluciones a una concentracion 100 veces
superior a la concentracion final deseada, utilizando como diluyente DMSO. A cada uno de
los pozos de la placa se le adicionaron 100 pL del antifungico. Para la preparacion del
indculo, se puso un cultivo de 5 h de C. albicans y con ayuda del espectrofotometro a una
D.O. s30nm Se ajusto la densidad optica a 0.5 segun la escala de McFarland, la cual tiene una
concentracion aproximada de 1x10°- 5x10% UFC/mL. Posteriormente, se realizd una dilucion
1:1000 con medio RPMI y esta dilucion fue la que se utilizé para inocular 100 uL en las
placas. Como control del experimento se utiliz6 medio RPMI. Una vez que se pusieron los
antifungicos correspondientes y el inculo del hongo, las placas se incubaron a 37 °C durante
48 h. Pasado el tiempo de incubacion se midié la absorbencia de las placas a 490 y 530 nm
(Lacasa et al., 2007).

5.3 Reconocimiento inmune de mutantes de KEX2 de C. albicans por células de la

inmunidad innata
e Consideraciones éticas

En este estudio el uso de células primarias humanas fue aprobado por el Comité de Etica de
la Universidad de Guanajuato (17082011). Se colectaron células humanas de adultos
voluntarios sanos, después de que se proporcion6 informacion acerca del estudio y una vez

que se obtuvo el consentimiento informado por escrito.

e Preparacion de células de levadura para las interacciones con células

mononucleares de sangre periférica (PBMCs) y macraéfagos.

Se prepararon células de levadura en diferentes condiciones: vivas, HK, B- eliminadas, B-
eliminadas-HK, Endo H y Endo H-HK todas se ajustaron a una concentracion final de 2x10°
células/mL. El procedimiento para llevar a cabo la inactivacién por calor fue explicado
previamente. Para obtener células B-eliminadas se agregé NaOH 0.1 M, estas se dejaron 18

h en incubacion a temperatura ambiente y pasado el tiempo de incubacidn se ajustaron con
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PBS a la concentracion correspondiente. Para las células B- eliminadas-HK, primero se
realizé la inactivacion por calor a 56 °C y posteriormente la - eliminacion. Para la condicion
con Endo H se agregaron a las células 50 pL de acetato de sodio 3M, 1 uL de EndoHy 1
mL de agua desionizada, se dejaron incubando toda la noche a 37 °C en agitacion. Posterior
al tiempo de incubacion, las células se ajustaron nuevamente a la concentracion requerida. Y
para la ultima condicién Endo H-HK primero se realiz6 el tratamiento de inactivacion por

calor y posteriormente el de Endo H (Lozoya- Pérez et al., 2019).
e Aislamiento y estimulacion de PBMCs humanos

Se tomd una muestra sanguinea de 40 mL de seis donadores sanos voluntarios, por puncion
venosa, en tubos que contenian EDTA. La sangre contenida en los tubos fue transferida a
tubos falcon de 50 mL nuevos y estériles, libres de pirdgenos, hasta llegar a un volumen de
35 mL, completando hasta esa marca con PBS estéril a temperatura ambiente.
Posteriormente, en otro tubo falcon de 50 mL se agregaron 15 mL de Ficoll- Histopaque-
1077 (Sigma) a temperatura ambiente, la muestra sanguinea fue vertida lentamente sobre el
Ficoll de tal manera que se formaran dos fases, quedando el Ficoll en la parte inferior y la
sangre sobre este. Después, se centrifug6 a temperatura ambiente a 874 x g durante 20 min,

quitandole el freno a la centrifuga (Pérez- Garcia et al., 2016; Lozoya- Pérez et al., 2019).

Pasados los 20 min se recuperaron inmediatamente los PBMCs, ya que el Ficoll puede ser
toxico para las células y podria afectar el experimento. Las células recuperadas se colocaron
en tubos falcon y se les adiciond PBS estéril frio (4 °C) para un volumen final de 50 mL, se
Ilevo a centrifugacion a 4 °C a 874 x g durante 10 min. Se elimino el sobrenadante, se agit6
suavemente la pastilla y se agregd nuevamente PBS frio hasta un volumen final de 30 mL,
se centrifugd a 4 °C a 874 x g por 10 min. Finalmente, se resuspendio la pastilla en 5 mL de
RPMI 1640. Se tomaron 5 pL de cada suspension celular y con 95 uL del colorante azul de
metileno al 0.1 % se tifieron los PBMCs. Las células se cuantificaron en la cdmara de
Neubauer, y posteriormente fueron ajustadas a una concentracion de 5x10° PBMC/mL con
RMPI 1640 (complementado con glutamina 2 mM, piruvato 0.1 mM y gentamicina 0.05
mg/mL; todos los reactivos de Sigma-Aldrich Co) (Lozoya- Pérez et al., 2019).

e Interaccién de PBMCs con células de C. albicans
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Las interacciones PBMC-levadura se llevaron a cabo en placas de microtitulacion estéril de
96 pozos, para cultivos celulares, que contenian alicuotas de 100 pL de 5x10° PBMC/mL y
100 uL de 2x10° células de levadura/mL. Las interacciones se incubaron durante 24 h a 37 °
C con 5% (v/v) COg, al finalizar el tiempo de incubacidn las placas se centrifugaron durante
10 mina 874 x g a4 ° C, se recuperaron los sobrenadantes y se mantuvieron a —20 °C para

posteriormente ser analizados mediante ensayos de ELISA (Pérez- Garcia et al., 2016).
e Diferenciacion de PBMCs humanas a macrofagos

Después del aislamiento de PBMC, se colocaron alicuotas de 1 mL que contenian 5x10°
células en RPMI suplementado con solucion de penicilina- estreptomicina al 1% (v/v) (PS,
Sigma- Aldrich) en placas de 24 pozos de fondo plano, y se incubaron 2 h a 37 °C y 5% CO-
(v/v). Pasado el tiempo de incubacion, las células que no se lograron adherir a la placa se
eliminaron suavemente realizando tres lavados con PBS estéril. Posteriormente se agregaron
alicuotas de 1 mL de medio X-VIVO (Lonza) suplementado con PS al 1 % (v/v) y 10 ng/mL
del factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos humanos recombinantes
(Sigma) en cada uno de los pozos, y se incubd durante 7 dias a 37 °C, 5 % CO2 (v/v), cada

tres dias se hizo recambio de medio (Pérez- Garcia et al., 2016).
e Interaccion de macrofagos con células de C. albicans

Una vez obtenidos los macrofagos derivados de las PBMCs, estos fueron incubados con
levaduras de C. albicans a una concentracion de 2x107 células/mL. Las condiciones de
incubacion para estas interacciones fueron de 2 h a 37 °C, 5 % CO2. Pasado el tiempo de
incubacion se recuperaron los sobrenadantes y se almacenaron a -20 °C para posteriormente

ser analizados mediante ensayos de ELISA.
e Cuantificacion de citocinas

La concentracion de las citocinas TNF-a, IL-6, e 1L-10 se cuantificé por ELISA utilizando
el kit ABTS ELISA (Peprotech) siguiendo las instrucciones del fabricante. El sobrenadante
de las interacciones de las PBMCs y macrofagos con levadura de C. albicans se analizaron

para las tres citocinas.
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e Analisis de la fagocitosis de C. albicans por macréfagos humanos derivados de
PBMCs

Para el ensayo de fagocitosis se utilizaron células de levadura vivas e inactivadas por calor.
Las células de levadura se ajustaron a una concentracion de 2x107 células/mL, se lavaron dos
veces con PBS y se marcaron con 1 mg/mL de naranja de acridina (Sigma-Aldrich Co.) El
exceso de colorante se elimind lavando las células dos veces con PBS y se resuspendio a una
concentracion celular de 3x107 células de levadura/mL. Las interacciones se realizaron en
alicuotas de 800 uL. de DMEM (Sigma-Aldrich Co.), en placas de seis pocillos con una
relacion macréfago-levadura de 1: 6. Las placas se incubaron durante 2 ha 37 ° Cy 5% CO»
(v/v) (Gonzéles- Hernandez et al., 2017). Luego, los macrofagos se lavaron dos veces con
PBS frio y se resuspendieron en 1.25 mg/mL de azul de Tripano. Las muestras se analizaron
por citometria de flujo en un sistema MoFlo XDP (Beckman Coulter; Brea, CA, EE. UU.)
que recolect6 50,000 eventos activados para células de macrofagos. Las sefiales fluorescentes
se obtuvieron utilizando los canales FL1 (verde) y FL3 (rojo) previamente compensados con
células de macrdfagos sin ningun tipo de etiquetado. La fagocitosis de células de levaduras
se analizo a partir de eventos en verde (etapa temprana del proceso de fagocitosis), tanto en
verde como en rojo (etapa intermedia del proceso de fagocitosis) y rojo (células dentro de los
fagolisosomas acidificados, considerados como etapa tardia del proceso de fagocitosis)
(Hernandez- Chavez et al., 2018; Lozoya- Pérez et al., 2019).

5.4 Participacion del gen KEX2 en la virulencia de C. albicans
e Ensayo de supervivencia en Galleria mellonella

Para determinar la virulencia de las cepas de interés se realizaron tres ensayos de infeccion y
muerte con larvas de G. mellonella. Se inyectaron 10 uL de levaduras contenidas en PBS
directamente en el hemocele, en el Ultimo propodio posterior izquierdo a una concentracién
de 2x107 células/mL con ayuda de una jeringa Hamilton con aguja calibre 26 (Pérez- Garcia
et al., 2016; Navarro- Arias et al., 2016). Antes de la inyeccion, se desinfecto la zona del
propodio con etanol al 70 %. Las larvas se mantuvieron a 28 °C y la sobrevivencia se
monitoreo diariamente durante dos semanas. Cada grupo experimental contenia 40 larvas,

los grupos experimentales fueron larvas inyectadas con levaduras de las tres cepas WT,
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kex2A+KEX2 y kex2A (10 por tratamiento), incluido un grupo control inyectado solo con
PBS esteril. La perdida de movimiento y la melanizacion del cuerpo se tomaron como signos
de muerte animal. Los datos de sobrevivencia fueron graficados y analizados en el programa
GraphPad Prism6 (Hernandez- Chavez et al., 2018).

e Determinacion de las unidades formadoras de colonia (UFCs)

Para evaluar que el efecto observado en los ensayos de virulencia corresponda a la dosis del
patégeno, fueron determinadas las UFC. Tanto las larvas que sobrevivieron como las que
murieron fueron disgregadas en 1 mL de PBS estéril, se realiz6 una dilucion 1:100 y del
sobrenadante obtenido se sembraron 100 uL en placas de YPD con ampicilina. Las placas
fueron incubadas a 28 °C y dos dias después se realizé el conteo de las colonias de levaduras
(Lozoya- Pérez et al., 2019).

e Ensayo de citotoxicidad producida por C. albicans en hemocitos de G. mellonella
Para determinar la liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) se realizo el ensayo
de citotoxicidad, utilizando como modelo biolégico G. mellonella. Fueron inyectadas 60
larvas por cada uno de los experimentos, con levaduras de las diferentes cepas de C. albicans
utilizadas en este trabajo. Los tratamientos que se tuvieron en cuenta para este experimento
fueron: larvas sin infectar, larvas inyectadas con PBS, larvas infectadas con la cepa WT, cepa
kex2A y kex2A+KEX2. Fue necesario ademas preparar una solucién fisioldgica que incluia
PBS vy citrato de sodio al 3.8 %, para prevenir la coagulacion de los hemocitos. Una vez
inyectadas las larvas se dejaron incubando durante 24 h a 28 °C, pasado este tiempo se
etiquetaron los tubos correspondientes, a los cuales se les agregd 900 uL del anticoagulante.
A cada una de las larvas se le realizé una puncién en la pata izquierda del segundo par de
patas y se tomaron 10 uL de hemolinfa, los cuales fueron resuspendidos en el anticoagulante,
este procedimiento se realiz6 con 10 larvas de cada uno de los tratamientos.

Una vez obtenida la hemolinfa se prepararon las diferentes condiciones: citotoxicidad
maxima, muestra y citotoxicidad basal. Para la citotoxicidad maxima se adicionaron a una
placa de microtitulacion de 96 pozos 100 uL de células de hemolinfa y 10 uL de solucion
amortiguadora de lisis (Thermo Scientific), para la muestra se adicionaron 100 pL de células

de hemolinfay 10 uL de medio que para este caso fue el anticoagulante y para la citotoxicidad
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basal se adicionaron 100 uL del anticoagulante y 10 uL de regulador de lisis. Las
interacciones se pusieron por duplicado, la placa se dej6 incubando durante 45 min a 37 °C,
pasado el tiempo de incubacion se centrifugd y se recupero el sobrenadante.

Las muestras se prepararon de acuerdo con las instrucciones del ensayo de citotoxicidad KIT
Pierce LDH de Thermo Scientific. Para la cuantificacion del porcentaje de citotoxicidad 50
uL del sobrenadante de cada muestra fueron transferidos a una placa de 96 pozos de fondo
plano por duplicado, y se afiadieron 50 pL de la mezcla de reaccion y se incubaron durante
30 min protegidos de la luz. Finalmente, se afiadieron 50 pL de la solucion de paro y se
mezclé suavemente. La absorbencia se midid a 490 nm y 680 nm. Para obtener la
citotoxicidad se aplicé la formula: % de citotoxicidad = [(actividad de LDH tratada con
compuesto - actividad de LDH espontanea) / (actividad méxima de LDH - actividad de LDH
espontanea)] x 100. Para determinar el % de citotoxicidad, se resto la citotoxicidad de fondo

(680 nm) del valor de citotoxicidad a 490 nm.

e Andlisis estadistico

El anélisis estadistico se realizd utilizando el software GraphPad Prism 6. Se evaluo la
normalidad e independencia de los datos para determinar si las pruebas estadisticas a utilizar
debian ser paramétricas o no paramétricas. El efecto de los agentes perturbadores de pared
celular sobre el crecimiento flngico se analiz6 mediante ANOVA a dos vias. La estimulacion
de las citocinas y la fagocitosis por células humanas se realizd por duplicado con muestras
de seis donantes sanos, mientras que el resto de los experimentos in vitro se realizaron al
menos tres veces por duplicado. Los perfiles de citocinas, la fagocitosis y la cuantificacion
de UFC se analizaron con la prueba U de Mann-Whitney. Los experimentos de supervivencia
con larvas de G. mellonella se realizaron con un total de 40 larvas por grupo, y los datos se
analizaron mediante la prueba de log-Rank y se informan en las curvas de supervivencia de
Kaplan-Meier. Otros resultados se analizaron con la prueba paramétrica T de Student. La
significancia estadistica en todos los experimentos se establecié con un p <0.05. Todos los

datos se representan con la media y desviacion estandar.
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V1. Resultados
e Morfologia de las cepas: NGY152 (WT), kex2A y kex2A+KEX2

Mediante microscopia de campo claro se analizé la morfologia de las diferentes cepas. Las
microfotografias de la cepa WT muestran el fenotipo caracteristico de una levadura, es decir,
células ovaladas en las cuales se puede observar que algunas estan en proceso de gemacion
(Fig. 7, a). La cepa reintegrante de Kex2 (kex2A+KEX2) fue capaz de restaurar el fenotipo
de la cepa parental (Fig. 7, ¢), indicando que el alelo que fue reintegrado es haplosuficiente
para dar lugar al mismo fenotipo. Por el contrario, la cepa mutante nula kex2A present6 un
fenotipo aberrante, son células mas grandes, que a diferencia de las células de levadura
comunes estas no presentaron una figura ovalada, se les observa mas redondas. Ademas, se

aprecio que las células de esta cepa tienden a formar agregados (Fig. 7, b).

£9
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Figura 7. Morfologia de las cepas NGY152 (WT), cepa parental; kex2A, cepa mutante nula de
KEX2 y kex2A+KEX2, cepa reintegrante con el gen KEX2 a. Cepa NGY152 de C. albicans. b.
Cepa kex2A de C. albicans. c. Cepa kex2A+KEX2 de C. albicans. Microscopio Zeiss Axioscope-40
y una camara Axiocam MRc. Microscopia de campo claro 63X.

e Analisis de carbohidratos de pared celular
Para comprobar si la composicién de la pared celular de las tres cepas de C. albicans
utilizadas en este trabajo presentaban cambios, se analizé el porcentaje de carbohidratos de
pared celular. Los carbohidratos analizados fueron N- acetil- glucosamina (GICNAc), glucosa
y manosa. Las cepas fueron crecidas en medio Sabouraud y se realizé una hidrolisis &cida
como se menciond anteriormente en la seccién de materiales y métodos.
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Figura 8. Porcentaje de carbohidratos de pared celular. Las cepas de C. albicans analizadas
fueron NGY152 (WT), cepa parental; kex2A, cepa mutante nula de KEX2 y kex2A+KEX2, cepa
reintegrante con el gen KEX2. Este ensayo esta expresado en porcentaje relativo de carbohidratos,
tomando como un 100% la suma de los porcentajes de N- acetilglucosamina (GIcNACc), glucosa y
manosa de cada una de las cepas. Los resultados representan los promedios y + D.E de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. T de Student, *p< 0.05.

En la pared celular de la cepa mutante kex2A se observd un aumento estadisticamente
significativo tanto de GIcNAc como de glucosa y una disminucién de manosa, el aumento de
GIcNAC es de 6 % mas comparado a la cepa WT, el aumento de glucosa es de 8 % mas,
mientras que, la cantidad de manosa es de 15 % menos que en la WT (Fig. 8). Por el contrario,
las cepas WT y la reintegrante presentaron porcentajes muy similares de los tres
carbohidratos analizados en la pared. Estos resultados indican que la pared celular de la cepa
mutante se esta viendo afectada principalmente en la cantidad de manosa, la cepa reintegrante

es capaz de restaurar el porcentaje de carbohidratos al nivel de la cepa WT.

e Determinacion del nivel de fosfomananas de la pared celular por la union al
colorante azul Alciano

Se analizé el nivel de fosfomananas de la pared celular en las tres cepas de interes. Para
determinar esto se probd la capacidad de las células de unir al colorante catidnico azul
Alciano, el cual presenta una afinidad por los grupos fosfato de las fosfomananas. Una vez
medida la absorbancia a 620 nm se obtuvo la cantidad de colorante retenido por la pared de
las células del hongo y los resultados mostraron que la cepa WT unié alrededor de 100

unidades (ug de colorante unido por las células a una DOsoo nm = 1), la cepa kex2A mostro
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una unién al colorante de 48 unidades, y la cepa reintegrante de Kex2 uni6é 97 unidades de
colorante (Fig. 9), reestableciendo completamente la habilidad de unir el colorante a nivel de

la cepa parental.
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Figura 9. Fosfomanosilacion de la pared celular en cepas de C. albicans. Las células se cultivaron
en medio Sabouraud, y se midi6 la capacidad de estas para unir el colorante azul Alciano. Las cepas
utilizadas fueron: NGY 152 (WT), cepa parental; kex2A, cepa mutante nula de KEX2 y kex2A+KEX2,
cepa reintegrante con el gen KEX2. Los resultados representan los promedios £+ D.E de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. T de Student, *p< 0.05.

Estos resultados indican una disminucion de los niveles de fosfomananas en la cepa kex2A,
producto de la poca union del colorante a la pared de las células. Las otras dos cepas de
interes (WT y kex2A+KEX2), presentan una cantidad similar en los niveles de fosfomananas,
y se encuentran en el intervalo de lo ya reportado con anterioridad para NGY 152 que oscila

alrededor de 105 unidades (Gonzales- Hernandez et al., 2017).

e Contenido de N- y O-mananas

Para determinar defectos en la manosilacion de la pared celular se cuantifico el contenido de
N- y O- mananas. Para esto, se removieron las mananas de la pared celular con ayuda de la
enzima Endo-H y de la B- eliminacién como se menciond anteriormente, y estas fueron

cuantificadas (Fig. 10).
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Figura 10. Cuantificacion de N- y O-mananas. Las cepas de C. albicans analizadas para cuantificar
estos azlUcares fueron NGY152 (WT), cepa parental; kex2A, cepa mutante nula de KEX2 y
kex2A+KEX2, cepa reintegrante con el gen KEX2. Las cepas fueron crecidas en medio Sabouraud.
Este ensayo esta expresado como la cantidad de azlcares eliminados mediante B-eliminacion o Endo-
H. Se tom6 como referencia una curva estandar de manosa (1.0 - 0.03125 mg/mL). Las células fueron
crecidas en medio Sabouraud. Los resultados representan los promedios £ D.E de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. T de Student, *p< 0.05.

En la cepa parental y en la reintegrante no se observé una diferencia significativa en la
cantidad de mananas. Los resultados para la mutante nula KEX2 mostraron una disminucion
de las N-mananas comparado a las O-mananas. Las N-mananas en la mutante disminuyeron

alrededor del 50- 52 % y las O-mananas estan aumentando en un 40 %.
e Exposicion de quitina 'y p-1,3-glucanos

Para determinar cambios en la organizacion de los polisacaridos estructurales en las cepas de
C. albicans se realizaron tinciones con fluorocromos (WGA-FITC, 1gG Fc-Dectin-1), y se
comparo la cantidad de fluorescencia que las células retenian en condiciones vivas y HK. Las

células se pusieron a interactuar con ambos fluorocromos y se analizaron bajo el microscopio

de fluorescencia (Fig. 11).
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Figura 11. Tincion con fluorocromos. a. Microfotografias de la tincion con WFA-FITC. En la figura
se muestran las imagenes en campo claro y fluorescencia de las cepas NGY152 (WT), cepa parental;
kex2A, cepa mutante nula de KEX2 y kex2A+KEX2, cepa reintegrante con el gen KEX2 (Zeiss
Axioscope-40 y una camara Axiocam MRc). b. Microfotografias de la tincion con dectina-1 en 63X.

En las imagenes se aprecié una mayor cantidad de fluorescencia en la mutante carente de
Kex2, comparado a las otras dos cepas en ambas condiciones, tanto para WGA-FITC como
dectina-1. Se observé que la fluorescencia en la cepa WT y en la kex2A+KEX2 se distribuye
principalmente en los extremos de la célula, distribucion adecuada para ambos polisacéridos
(quitina y glucanos), a diferencia de la mutante nula donde la fluorescencia se localiz6 en
toda la célula de la levadura (Fig. 11). Estos resultados indican defectos tanto en organizacion

de quitina como B-1,3-glucanos para la cepa kex2A.
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Figura 12. Tincién con WGA- FITC y dectina-1 para evaluar la exposicion de quitinay g-1,3-
glucanos. NGY152 (WT), cepa parental; kex2A, cepa mutante nula de KEX2 y kex2A+KEX2, cepa
reintegrante con el gen KEX2 a. Analisis de fluorescencia para WGA-FITC mediante microscopia.
b. Andlisis de fluorescencia para dectina-1 mediante microscopia. Las células que se utilizaron para
el ensayo fueron vivas e inactivadas por calor (HK). Los resultados representan los promedios + D.E
de tres experimentos independientes realizados por triplicado. T de Student, *p< 0.05. Para obtener
los resultados se contd con la ayuda del programa estadistico GraphPad Prism y se analizaron
mediante la férmula [(total de pixeles verdes- pixeles verdes de fondo) x 100]/ pixeles totales un total
de 300 células por cepa y por tratamiento.

Los resultados mostraron que WGA-FITC tiene una mayor union en la cepa kex2A tanto en
condiciones vivas como HK (Fig. 12, a), presentando un 70 % mas de fluorescencia que la

cepa parental, el mismo evento se reflejé en los resultados con dectina-1, donde la mayor
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unién de este fluorocromo se presenté en la cepa kex2A (Fig. 12, b), mostrando un porcentaje
de 50 a 80 % mas de fluorescencia que en las otras dos cepas, en ambas condiciones. Ambos
resultados indican un aumento de quitina y p-1,3-glucanos en la superficie celular, lo que

conlleva a una mayor exposicion de ambos polisacaridos en la cepa mutante.
e EXxposicion a agentes perturbadores de pared

Para observar defectos en la sintesis u organizacion de la pared celular se utilizaron diferentes
agentes que perturban la pared como blanco de calcofluor, que afecta el ensamblaje de las
microfibrillas de quitina, rojo congo, compuesto que se une a las cadenas de -1,3-glucanos,
higromicina B, el cual es un inhibidor de la sintesis de proteina y SDS, detergente que actla
rompiendo los enlaces no covalentes de las proteinas. Tanto higromicina B como SDS son

agentes perturbadores que se utilizan para identificar mutantes defectuosas principalmente
en la N- glicosilacion de proteinas.
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Figura 13. Ensayos de sensibilidad a perturbadores de pared. NGY152 (WT), cepa parental,
kex2A, cepa mutante nula de KEX2 y kex2A+KEX2, cepa reintegrante con el gen KEX2. Las cepas
fueron crecidas en medio Sabouraud. a. Cepas de C. albicans sometidas a diferentes concentraciones
de blanco de calcofluor, 0, 25, 50, 100 y 200 ug/mL. b. Cepas de C. albicans sometidas a diferentes
concentraciones de rojo congo, 0, 25, 50, 100, 200 y 400 pug/mL. c. Cepas de C. albicans sometidas
a diferentes concentraciones de higromicina B, 0, 20, 25, 50, 75 ng/mL. d. Cepas de C. albicans
sometidas a diferentes concentraciones del detergente SDS, 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3y 0.4 %. Todas las
cepas fueron sometidas a estos tratamientos durante 24 h. Los resultados representan los promedios
+ D.E de tres experimentos independientes realizados por triplicado. ANOVA, *p< 0.05.

Los resultados obtenidos mostraron que la ausencia de KEX2 hace més susceptible a la célula
al efecto de los diferentes perturbadores. Para el blanco de calcofluor (Fig. 13, a) la mutante
carente de Kex2 desde la concentracion de 25 pg/mL mostré mayor sensibilidad a este agente
perturbador, comparado con las otras dos cepas, el porcentaje de crecimiento disminuyé en
un 75 % en esta concentracion; por el contrario, en las otras dos cepas el porcentaje de
disminucion de crecimiento fue de alrededor del 20 %. Los resultados para el rojo congo
(Fig. 13, b) arrojaron un patron similar al obtenido con blanco de calcofluor, la cepa kex2A
mostré una disminucion en la tasa de crecimiento de alrededor del 50 % con la primera
concentracion (25 pg/mL) de este agente perturbador, ademdas sigue disminuyendo
significativamente con las demas concentraciones hasta alcanzar una disminucion del 70 %
en el crecimiento, resultado que evidencia una alta susceptibilidad a este perturbador. Las
otras dos cepas no se ven afectadas en su crecimiento, se observo que en las primeras
concentraciones de rojo congo aumentd el porcentaje de crecimiento atribuyéndole este
evento a que C. albicans es capaz de internalizar el rojo congo y utilizarlo como nutriente
para favorecer su crecimiento. Los resultados de ambos perturbadores en la cepa kex2A

reiteran defectos en la sintesis de quitina y glucanos.

En la interaccién de las diferentes cepas de C. albicans e higromicina B disminuy6 el
crecimiento de las tres cepas, la cepa kex2A tuvo una disminucién del 80 %, la cepa WT
presentd una disminucion del 60 %, al igual que la cepa kex2A+KEX2 (Fig. 13, c); sin
embargo, la cepa kex2A es la que muestra una respuesta de susceptibilidad mayor a este
agente perturbador. Los resultados para SDS indicaron que a la concentracion de 0.05 % se
redujo el crecimiento de la cepa kex2A en un 7 %, en las demas cepas no disminuy6
significativamente el porcentaje de crecimiento (Fig. 13, d). Cuando las células de la cepa

kex2A interactuaron con concentraciones de 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 % de SDS, se observo una
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disminucion significativa en el porcentaje de crecimiento, que alcanzé un 90 %. La
disminucion en el porcentaje de crecimiento de la cepa kex2A cuando se pone a interaccionar
con higromicina B y SDS se podria atribuir a defectos en la sintesis de glicosilacion de

proteinas, especificamente en N-glicosilacion.
e Prueba de susceptibilidad antifungica en cepas de C. albicans

Los antifungicos probados en este ensayo fueron fluconazol, itraconazol y anfotericina B.
Los indculos, preparacion de los antifungicos y la interpretacion de los resultados se
realizaron de acuerdo con el protocolo estandarizado del CLSI M27-A3. Los rangos de
susceptibilidad y resistencia de acuerdo con la concentracion minima inhibitoria (CMI) de
cada uno de los antifungicos se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Rangos de la CMI de diferentes agentes antifungicos. CMI, concentracion minima
inhibitoria. Clasificacion segln las normas del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio M27-

A3: Fluconazol (S < 8 ug/mL; SDD 16- 32 pg/mL; R > 64), Itraconazol (S < 0.125 ug/mL; SDD
0.25- 0.5 pg/mL; R > 1), Anfotericina B (S <1 pg/mL; R > 2 ng/mL).

CMI (pg/mL)
Fluconazol | Itraconazol | Anfotericina B
Susceptible (S) <8 <0.125 <1
Susceptibilidad dependiente de la dosis (SDD) 16-32 0.25-0.5 —
Resistente (R) > 64 >1 >2

Las actividades in vitro de los farmacos antimicrobianos contra las cepas WT, kex2A y
kex2A+KEX2 de C. albicans se resumen en la Tabla 3. La pérdida de Kex2 afectd la
susceptibilidad de C. albicans a los tres antimicdticos evaluados, la cepa mutante kex2A
mostré una CMI de 0.12 y 0.12 ug/mL para fluconazol e itraconazol, respectivamente, estos
resultados fueron mas bajos que los encontrados en la cepa WT y en la cepa reintegrante
kex2A+KEX2 (2.0y 1.2 ug/mL para fluconazol e itraconazol en la cepa WT; 1.1y 2.0 ug/mL
para fluconazol e itraconazol en la cepa kex2A+KEX2, estos resultados arrojaron diferencias
significativas comparando los valores de la mutante nula con las cepas control) (Tabla 3).
Sin embargo, cuando se probo la susceptibilidad a la anfotericina B, las tres cepas (WT,
kex2A 'y kex2A+KEX2) mostraron la misma CMI de 0.25 pg/mL.
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Tabla 3. Susceptibilidad antifungicos de las cepas de estudio. Los valores de la CMI estan
expresados en pg/mL. S (susceptible), SDD (susceptible dosis dependiente) y R (resistente).

Concentracion (ng/mL)
Antifangicos WT cwi kex2A cvi kex2A+KEX2 cwi

Fluconazol 2 (S) 0.12 (S) 1.1(S)
Itraconazol 1.2 (R) 0.12 (S) 2(R)
AnfotericinaB  0.25 (S) 0.25(S) 0.25 (S)

e Concentracion de proteinas

Como medida indirecta de defectos de glicosilacion se realizo el ensayo de hidrolisis alcalina,
para llevar a cabo este procedimiento se hidrolizaron las paredes celulares de las tres cepas y

mediante un ensayo de determinacion de proteinas DC™ se cuantifico la cantidad de éstas.
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Figura 14. Cuantificacién de proteinas de pared celular. Las cepas de C. albicans analizadas para
cuantificar las proteinas de pared fueron, NGY152 (WT), cepa parental; kex2A, cepa mutante nula de
KEX2 y kex2A+KEX2, cepa reintegrante con el gen KEX2. Se tom6 como referencia una curva
estandar de albimina de suero bovino. Los resultados representan los promedios + D.E de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. T de Student, * p< 0.05.

En los resultados se puede observar un aumento en la concentracion de proteinas en la cepa
kex2A, comparado a la cepa WT. La cepa kex2A+KEX2 presenta una cantidad de proteinas
similar a la WT, las concentraciones oscilan entre 55 + 62 ng de proteina/ mg pared celular
para estas dos cepas, y para kex2A de 96.7 ug de proteina/ mg pared celular, siendo este
resultado estadisticamente significativo frente a las demas cepas (Fig. 14). Por lo tanto,
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podemos suponer que el aumento en la cantidad de proteinas en la cepa kex2A podria estar

indicando dafo en los procesos de glicosilacion.
e Actividad de Hex1

Para determinar el estado de N-glicosilacion en C. albicans se realizd un ensayo de
zimograma utilizando como marcador la enzima hidrolitica Hex1. Para ello se prepararon las

muestras celulares y se corrieron en un gel de poliacrilamida al 6 % en condiciones nativas.

a. b.
1 2 3 1 2 3

Figura 15. Ensayo de zimograma para ver el estado de N- glicosilacion en C. albicans. Las cepas
que se utilizaron para realizar este ensayo fueron NGY152 (WT), cepa parental; kex2A, cepa mutante
nula de KEX2 y kex2A+KEX2, cepa reintegrante con el gen KEX2. a. Carril 1: movilidad
electroforética de la cepa WT. Carril 2: movilidad electroforética de la cepa kex2A. Carril 3:
movilidad electroforética de la cepa kex2A+KEX2. La actividad de la enzima se detectd con el sustrato
4-metilumbeliferil-N-acetil-B-D-glucosaminidasa. Una mayor movilidad electroforética corresponde
a defectos de N- glicosilacion. b. En el carril 1 se observa la deglicosilacion de Hex1 en la cepa WT,
en el carril 2 se observa la deglicosilacion de Hex1 en la cepa kex2A y en el carril 3 deglicosilacion
de Hex1 en la cepa kex2A+KEX2.

El zimograma mostré que la cepa WT y kex2A+KEX2 presentan una movilidad

electroforética similar (Fig. 15, a, carril 1y 3). Sin embargo, al observar la cepa kex2A (Fig.

15, a, carril 2) se evidencié una mayor migracion de la movilidad electroforética. Un aumento

en la movilidad electroforética de Hex1 esta asociado con defectos de N-glicosilacion,
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fendmeno que puede ser percibido en la cepa mutante (Bates et al., 2006). Posteriormente,
para corroborar que el movimiento electroforético no se debia a diferencias en la carga
superficial de las proteinas sino a la glicosilacion, se realizé una deglicosilacion para eliminar
los N-glicanos, se corri6 el gel de poliacrilamida en condiciones nativas y se puede observar
que las tres cepas muestran el mismo patron, Hex1 migré mas rapido a través del gel y se
logré apreciar dos bandas distintas (Fig. 15, b), indicando que la diferencia en la migracion
electroforética es debida a la glicosilacion. Lo que confirma que la cepa mutante en KEX2

tiene defectos de N-glicosilacion de proteinas.
e Interaccidn de cepas de C. albicans con PBMCs

Se determind la capacidad de las células de levadura de C. albicans para estimular la
produccion de citocinas pro y antiinflamatorias por células del sistema inmune. La
produccion de citocinas por PBMC cuando interaccionan con células de C. albicans ya ha
sido estudiado anteriormente (Netea et al., 2006). Para las tres cepas utilizadas en este trabajo
WT, kex2A y kex2A+KEX2 se obtuvieron levaduras, las cuales se pusieron a interaccionar

con PBMCs y a los sobrenadantes obtenidos se cuantificé la cantidad de citocinas producidas.
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Figura 16. Estimulacion de la produccion de las citocinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a en
PBMCs puestas en interaccién con cepas de C. albicans. Células de levadura fueron puestas en
interaccion con PBMCs durante 24 h, los sobrenadantes obtenidos fueron utilizados para la
cuantificacion de la produccién de citocinas proinflamatorias por el ensayo ELISA. Las cepas
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utilizadas fueron NGY152 (WT), cepa parental; kex2A, cepa mutante nula de KEX2 y kex2A+KEX2,
cepa reintegrante con el gen KEX2. a. Estimulacion de IL-6 por cepas de C. albicans. b. Estimulacién
de TNF-a por cepas de C. albicans. Los resultados representan los promedios £ D.E de los datos
obtenidos por triplicado de seis donadores sanos. Células inactivadas por calor (HK), células -
eliminadas (- eli). Test de U Mann- Whitney, * p< 0.05.

Se analizo la produccién de citocinas de las PBMCs al ponerse en interaccion con levaduras
vivas comparadas con levaduras cuando se exponen los componentes internos de la pared
celular (HK, B- eliminadas, B- eliminadas+ HK, Endo H y Endo H- HK) durante la
interaccion con PBMC. Cuando se analizé la produccion de IL-6 y TNF-a (Fig. 16, a, b), se
observo que ninguna de las tres cepas en condiciones vivas modifican la produccion de
ambas citocinas. Sin embargo, cuando se analizé la produccién de IL-6 y TNF-a por PBMCs,
comparando las levaduras vivas y las inactivadas por calor, se observé un aumento
significativo en la estimulacion de IL-6 de hasta 5 veces cuando las células fueron sometidas
a este tratamiento (Fig. 16, a) y para TNF-a se observ0 un aumento de hasta 4 veces (Fig. 16,
b). Sin embargo, cuando las células se inactivan por calor el aumento es mas notorio en la
cepa WT y en la kex2A+KEX2, en la cepa kex2A hay una disminucion significativa con

respecto a las demas.

Cuando las células se someten al tratamiento de B-eliminacion tampoco se evidencia un
aumento significativo en la produccion de IL-6 y TNF-a en ninguna de las tres cepas. En el
tratamiento de B- eliminacion + HK se presenta un aumento en la produccion de IL-6, en la
cepa WT y en la kex2A+KEX2 el aumento es de alrededor de 3 veces en comparacion al
tratamiento de B- eliminacion y en la cepa kex2A es de 6 veces mas comparado al tratamiento
de B- eliminacion. Este aumento es significativo en la cepa mutante kex2A y puede deberse
a que los cambios en los componentes de la pared celular estan generando un
desenmascaramiento de los PAMPS lo que permite que el hongo sea facilmente reconocido

por el sistema inmune.

En el tratamiento con Endo-H se presentd un aumento en la produccion de IL-6 y TNF-a en
las cepas WT y kex2A+KEX2, sin embargo, en la cepa kex2A hay una disminucion en la
produccion de estas citocinas, no se genera tanta secrecion de IL-6 y TNF-o. Cuando las
ceélulas se someten al tratamiento con Endo H- HK se muestra una disminucion en la

produccion de IL-6 y TNF-a de por lo menos 2 veces en la cepa WT y kex2A+KEX2
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comparado al tratamiento con Endo-H. En la cepa kex2A no se muestran cambios tan

significativos con respecto a lo que se obtuvo para el tratamiento con Endo- H.
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Figura 17. Estimulacion de la produccion de IL-10 en PBMCs puestas en interaccion con cepas
de C. albicans. Células de levadura fueron puestas en interaccion con PBMCs, los sobrenadantes
obtenidos fueron utilizados para la cuantificacion de la produccion de citocinas antiinflamatorias por
el ensayo ELISA. Las cepas utilizadas fueron NGY152 (WT), cepa parental; kex2A, cepa mutante
nula de KEX2 y kex2A+KEX2, cepa reintegrante con el gen KEX2. Los resultados representan los
promedios * D.E de los datos obtenidos por triplicado de seis donadores. Test de U Mann- Whitney,
* p<0.05.

Se analiz6 también la produccion de la citocina antiinflamatoria IL-10 de las PBMCs (Fig.
17) al ponerse en interaccion con levaduras vivas comparadas con levaduras cuando se
exponen los componentes internos de la pared celular. En el tratamiento de células vivas no
hay un aumento significativo en la produccion de IL-10 en las tres cepas. Cuando estas se
inactivan por calor hay un aumento en la produccién de esta citocina de 5 veces en la cepa
WT y en la kex2A+KEX2, en la cepa kex2A se present0 un aumento de 2 veces con respecto
al tratamiento de células vivas (Fig. 17), sin embargo, el aumento no es tan evidente como
en la cepa WT y en la kex2A+KEX2, los andlisis estadisticos arrojaron una disminucion

significativa de kex2A con respecto a las demas cepas.

En los demas tratamientos en los que se expusieron los componentes internos de la pared no

se observo diferencias significativas entre ninguna de las cepas. En el tratamiento de -
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eliminacidn se evidencia una baja produccion de IL-10 en las tres cepas, por el contrario, en
los demas tratamientos como B- eliminacion+ HK, Endo-H y Endo H- HK la produccion de

esta citocina es alta.

e Produccion de interleucinas por macrofagos derivados de PBMCs, estimulados

con levaduras

Se analiz6 de la misma manera la produccion de citocinas pro y antiinflamatorias durante la
interaccion de células diferenciadas del sistema inmune (macrofagos) y las respectivas cepas
de C. albicans. Para llevar a cabo este ensayo se utilizaron macréfagos diferenciados a partir
de PBMCs, también se emplearon levaduras de las cepas NGY152 (WT), kex2A vy
kex2A+KEX2, bajo diferentes tratamientos (células vivas, inactivadas por calor, B-
eliminadas y - eliminadas+HK). Una vez puestas a interaccionar se recuperaron los
sobrenadantes y se utilizaron para determinar la produccion de citocinas mediante el ensayo
de ELISA.
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Figura 18. Estimulaciéon de la produccion de IL-10 por macrofagos derivados de PBMCs
puestos en interaccion con cepas de C. albicans. Levaduras vivas, inactivadas por calor, B-
eliminadas y B- eliminadas+ HK fueron puestas en incubacion con macréfagos derivados de PBMCs
durante 2 h y una relacion de 1:6 levadura- macréfago. Los sobrenadantes obtenidos fueron utilizados
para cuantificar produccion de IL-10 por ensayo de ELISA. Se utilizaron las cepas NGY152 (WT),
cepa parental; kex2A, cepa mutante nula de KEX2 y kex2A+KEX2, cepa reintegrante con el gen KEX2.
Los resultados representan los promedios + D.E de los datos obtenidos por duplicado de seis
donadores. Test de U Mann- Whitney, * p< 0.05.
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Se analizo la produccion de IL-6 y TNF-a en macrofagos derivados de PBMCs al ponerse en
interaccion con levaduras bajo diferentes condiciones. En este ensayo no se vieron
diferencias significativas en ninguno de los tratamientos para ambas citocinas (datos no
mostrados). Sin embargo, cuando se analizo la produccién de IL-10 se encontrd que para el
tratamiento de células vivas las cepas WT y kex2A+KEX2 presentaron unos niveles similares
en la estimulacion de los macréfagos, pero, la produccion de esta aumento significativamente
en la cepa kex2A (Fig. 18). Cuando las células se inactivaron por calor no se observo
diferencias significativas en la produccion de IL-10 en ninguna de las tres cepas. Sin
embargo, cuando las células se sometieron al tratamiento de 3-eliminacién hubo un aumento
significativo en la produccion de esta citocina en la cepa mutante, la cepa WT y kex2A+KEX2
muestran los mismos niveles. En el tratamiento de B-eliminacién+ HK la produccion de esta
citocina aumenté en la cepa WT y kex2A+KEX2 con respecto al tratamiento de p-
eliminacion, pero, al comparar con el tratamiento mismo no se observaron diferencias

significativas para ninguna de las tres cepas (Fig. 18).

Cuando se ponen a interaccionar macréfagos con células de levadura tratadas bajo diferentes
condiciones se puede observar un aumento en la produccién de esta citocina en la mayoria
de los tratamientos. Esto podria atribuirse a que los macrofagos al ser células mas

especializadas que las PBMC pueden fagocitar rapidamente el patdgeno.

e Ensayo de la fagocitosis de C. albicans por macréfagos humanos derivados de
PBMCs

Se determiné la capacidad de los macréfagos humanos derivados de PBMCs de fagocitar
celulas de levadura de las cepas WT, mutante nula kex2A y reintegrante kex2A+KEX2.
Cuando se analizé la capacidad de estas células inmunes para fagocitar a la cepa mutante
kex2A, se observo que los macrofagos derivados de monocitos fagocitaron una cantidad
reducida de células. Estas células primarias fagocitaron un nimero mayor y similar de células
de levadura de la cepa WT y reintegrante kex2A+KEX2 (Fig. 19). La estrategia utilizada para
analizar la absorcion celular por las células inmunes permitio discriminar las células de
levadura en color verde, las células verdes y rojas y las células rojas, que se consideran
levaduras en la etapa temprana, etapa intermedia o en la etapa tardia del proceso de

fagocitosis, respectivamente.
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Para las tres cepas en este experimento, la mayoria de las células flngicas se encontraban en
la etapa tardia del proceso de fagocitosis, es decir, dentro de los fagolisosomas acidificados,
con una pequefia proporcién en la fase intermedia. EI nimero de células en la etapa inicial
de la fagocitosis fue marginal, con valores similares a los obtenidos con células humanas sin
células de levadura. En conjunto, estos datos indican que la pérdida de Kex2 afectd la

interaccion de C. albicans con macrofagos derivados de monocitos.
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Figura 19. Interaccion de C. albicans con macréfagos humanos derivados de PBMCs. Antes de
lainteraccion célula-célula, las células de levadura fueron tefiidas con 1 mg/mL de naranja de acridina
y después de 2 h de incubacion las células humanas fueron analizadas por citometria de flujo como
se describe en la seccion de materiales y métodos. Total, se refiere al nimero total de macréfagos que
fagocitan al menos una célula de levadura, las células rojas y las células rojas y verdes se consideran
células de levadura que estan en las etapas tardias e intermedias del proceso de fagocitosis,
respectivamente. Los resultados representan los promedios = D.E de los datos obtenidos por
duplicado de seis donadores * p< 0.05. Se utilizaron las cepas NGY152 (WT), cepa parental; kex2A,
cepa mutante nula de KEX2 y kex2A+KEX2, cepa reintegrante con el gen KEX2.

e Ensayo de virulencia en G. mellonella

Para determinar si la ausencia de Kex2 tiene algun efecto en la virulencia de C. albicans, se
analizaron las cepas NGY152, kex2A y kex2A+KEX2 en un modelo de candidiasis sistémica
en larvas de G. mellonella. Se inocularon 120 individuos y el proceso de infeccién se

monitoreo durante 10 dias, utilizando como control individuos inyectados con PBS estéril.
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Figura 20. Ensayo de virulencia en G. mellonella. Las cepas utilizadas para este ensayo fueron
NGY152 (WT), cepa parental; kex2A, cepa mutante nula de KEX2 y kex2A+KEX2, cepa reintegrante
con el gen KEX2. Las larvas de G. mellonella fueron inoculadas con 2x107 células de levadura y
fueron monitoreadas durante un periodo de 10 dias. Como control se inyectaron larvas con PBS 1X.
Se analizaron 120 individuos. Los resultados representan los promedios + D.E de los datos obtenidos
de tres experimentos independientes realizados por triplicado. Prueba de Log-Rank, *p< 0.0001.

Los resultados obtenidos a partir de este ensayo mostraron que tanto la cepa WT como la
kex2A+KEX2 presentan un porcentaje de mortalidad del 100 % en el dia 10, lo que conlleva
a decir que ambas cepas presentan un alto porcentaje de virulencia. Mientras que la cepa
kex2A mostro un 50 % de mortalidad en el dia 10, lo que indica una disminucion de la
virulencia en esta cepa del hongo (Fig. 20). Este resultado demuestra que la ausencia de esta

proteasa afecta significativamente la virulencia de C. albicans en un modelo in vivo.

Posteriormente, las larvas que fueron infectadas con las diferentes cepas del hongo se les
extrajo la hemolinfa y se realizaron diluciones seriadas para determinar la cantidad de

unidades formadoras de colonia de cada una.
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Figura 21. Unidades formadoras de colonia en G. mellonella. Las cepas analizar fueron NGY 152
(WT), cepa parental; kex2A, cepa mutante nula de KEX2 y kex2A+KEX2, cepa reintegrante con el
gen KEX2. Después de analizada la virulencia de las diferentes cepas, se tomo la hemolinfa de las
larvas y se usé para el calculo de las UFC. Los resultados representan los promedios = D.E de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. T de Student, * p< 0.05.

Se aprecian diferencias significativas de las UFCs de la cepa kex2A en comparacion a la cepa
WT (Fig. 21), se observa un comportamiento similar en las UFCs recuperadas de la cepa
kex2A+KEX2. Estos resultados demuestran que la cepa kex2A no tiene la capacidad de
crecimiento igual al de la cepa parental y que la disminucion de la virulencia que se observa
estd relacionada también con defectos en la colonizacion, es decir que la cantidad de

levaduras que esta invadiendo el tejido de la larva es menor comparado a las demas cepas.

¢ Citotoxicidad producida por C. albicans en hemocitos de G. mellonella

Mediante ensayos de citotoxicidad se determind la liberacion de la enzima LDH de levaduras
de C. albicans en hemocitos del insecto G. mellonella. Una vez llevada a cabo la infeccion
de las larvas y el respectivo andlisis de las muestras, los resultados obtenidos indicaron
diferencias significativas en las estimaciones del porcentaje de citotoxicidad, la cepa WT
presentd un aumento de alrededor del 60 %, la cepa reintegrante de KEX2 presento niveles
de citotoxicidad del 40.5 % y la mutante carente de KEX2 tuvo un porcentaje del 22 %,
mostrando una disminucion significativa de la liberacion de la enzima LDH con respecto a
las demas cepas (Fig. 22). La cepa mutante es menos citotdxica para los hemocitos del insecto

comparado a la cepa WT y kex2A+KEX2.
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Figura 22. Citotoxicidad de cepas de C. albicans en hemocitos de G. mellonella. La citotoxicidad
de las cepas NGY152 (WT), cepa parental; kex2A, cepa mutante nula de KEX2 y kex2A+KEX2, cepa
reintegrante con el gen KEX2, se midié mediante la liberacion de LDH. La liberacién de LDH (%) se
calcul6 como valor relativo, segun las instrucciones del fabricante (Thermo Scientific). Los resultados
representan los promedios + D.E de tres experimentos independientes realizados por triplicado. T de
Student, * p< 0.05.
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VII. Discusion

Los resultados de este estudio muestran que la cepa reintegrante de KEX2 es funcionalmente
similar a la cepa WT, lo que indica que el alelo reintegrado es haplosuficiente para revertir
los efectos observados en ausencia del producto del gen kex2. La mutante nula kex2A de C.
albicans mostro un fenotipo atipico, es decir, células mas grandes que tienden agregarse entre
si. Estos defectos fenotipicos se han encontrado también en otras mutantes nulas de genes
importantes que estan involucrados en procesos de glicosilacion en Candida spp (Navarro-
Arias et al., 2016; Pérez-Garcia et al., 2016). En mutantes de KEX2 en organismos como S.
cerevisiae, Aspergillus nidulans, A. niger y C. glabrata se han observado también
alteraciones morfoldgicas. La interrupcion de KEX2 genera hifas méas cortas y con maltiples
ramificaciones, conidios poco diferenciados, y formacion de agregados (Roelants et al.,
2002; Mizutani et al., 2004; Bader et al., 2008).

En este trabajo se logré caracterizar la pared celular de la mutante nula de KEX2 y se
obtuvieron resultados relevantes para el conocimiento basico del producto de este gen. En el
ensayo de hidrolisis acida se observo un aumento en la GIcNAc y glucosa y una disminucion
en el porcentaje de manosa en la cepa kex2A, indicando defectos en los polisacaridos de la
pared. Estos resultados han sido reportados ya en mutantes de otros genes (Navarro- Arias et
al., 2016).

La mutante nula kex2A presenta ademas niveles bajos de fosfomananas comparado con las
cepas WT y kex2A+KEX2. La cantidad de colorante azul Alciano retenido por las células de
la cepa mutante es menor que el que retienen las demas cepas. Lo que nos lleva a sugerir que
esta cepa presenta defectos en las rutas de N- y O-glicosilacion de proteinas, ya que la
fosfomanosilacion ocurre en mananos unidos a O- asi como en el mananos unidos a N-y su
cadena externa. La pérdida de Kex2 afectd significativamente la capacidad del hongo para
unir al colorante, por lo tanto, es posible que el fosfomanano este ausente en el ntcleo de las
N-mananas, principalmente (Bates et al., 2005; Mora- Montes et al., 2007; Navarro- Arias et
al., 2016). Este resultado concuerda con lo obtenido en el ensayo del contenido de N-y O-
mananas, donde se analizé la manosilacion de la pared celular de las tres cepas y se observo
que tanto las N- y O- mananas de la pared celular de la cepa mutante estan afectadas, los

niveles de N- mananas disminuyen, mientras que los de las O- mananas muestran un
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aumento. Las N-mananas son esenciales para la viabilidad celular (Spiro 2000; Mora-Montes
et al., 2007), probablemente la cepa kex2A presenta defectos en la biosintesis de éstas, lo que
estaria generando reordenamientos en la composicién de la pared celular, como se observo
en el ensayo de hidrolisis acida. Los defectos en la biosintesis de las N-mananas podrian estar
indicando que las manosiltransferasas que elaboran el esqueleto de fosfomanano no estan
agregando correctamente las al,2-mananas, al,3-mananas y f1,2-mananas, lo que ocasiona
que las cadenas queden truncas. Las O-mananas estan formadas por glicanos lineales mas
cortos (cinco residuos), el aumento significativo de estos podria estar indicando que las O-
mananas se estan extendiendo més de cinco residuos, debido a que no hay ningun

impedimento por parte de las N-mananas para que estos sigan creciendo.

Estos resultados dieron un indicio de defectos en la N-glicosilacién de proteinas, y esto pudo
ser corroborado a partir de un zimograma, utilizando como marcador la enzima hidrolitica
Hex1, en el cual se monitored la movilidad electroforética. La pérdida de Kex2 dio como
resultado defectos claros de N-glicosilacion de proteinas, demostrado por el aumento de la

movilidad electroforética de Hex1 (Bates et al., 2013).

Cuando las células de las tres cepas de interés se pusieron a interaccionar con fluorocromos
que tienen afinidad por la quitina y los -1,3-glucanos de la pared celular, se observ6 una
acumulacion de estos en las levaduras de la cepa mutante, presentando mayor cantidad de
fluorescencia. Por el contrario, para la cepa WT vy reintegrante de KEX2 la fluorescencia se
distribuyd principalmente en las cicatrices de gemacion. En C. albicans, cuando el
ensamblaje de mananos se interrumpe o se ve afectado, se produce un aumento de los niveles
de quitina y B- glucanos, fenémeno que se esta viendo reflejado en la cepa kex2A, (Mora-
Montes et al., 2010; Bates et al., 2013). Se analiz6 la cantidad de fluorescencia retenida por
las células en estado vivo e inactivadas por calor y se obtuvo que la cepa kex2A es la que
presenta mayor union a ambos fluorocromos, lo que sugiere una mayor exposicion de quitina
y B-1,3-glucanos. La mutante de KEX2 tiene méas quitina en la pared celular y ademas se
encuentra expuesta en su totalidad, para el caso de los -1,3-glucanos también se presenta
mas cantidad de estos, pero a diferencia de la quitina estos no se encuentran totalmente

expuestos, es posible que las O-mananas estén enmascarando una parte.
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Al evaluar el efecto de diferentes agentes perturbadores de pared, como blanco de calcofluor,
compuesto que se une a las microfibrillas de quitina, rojo congo, compuesto que se une a los
-1,3-glucanos y compuestos asociados con defectos de glicosilacion, como higromicina B,
que inhibe la sintesis de proteinas y SDS, detergente que rompe los enlaces no covalentes de
las proteinas, se observo que la cepa kex2A es mas susceptible a estos compuestos,
comparado a la WT y kex2A+KEX2. La susceptibilidad que presenta la cepa mutante kex2A
indica defectos en la composicion, organizacion y permeabilidad la pared celular. La
disminucion significativa en el crecimiento cuando se pone a interactuar con blanco de
calcofluor y rojo congo reitera defectos en la sintesis de quitina y B- glucanos (Kopecka y
Gabriel 1992). La susceptibilidad que presenta la cepa mutante a SDS e higromicina B estaria
indicando defectos en N- glicosilacion de proteinas (Dean 1995). En cepas mutantes de kex2A
de C. glabrata se presentd disminucion en la tasa de crecimiento e hipersensibilidad, cuando
éstas se pusieron a interactuar con agentes como blanco de calcofluor, higromicina B y SDS
(Bader et al., 2001). Se ha reportado ademas que cepas mutantes carentes de Kex2 de S.
cerevisiae presentan sensibilidad al blanco de calcofluor (Bader et al., 2008). La mayoria de
mutantes de pared celular se vuelven mas susceptibles a este tipo de agentes, debido a que
activan una respuesta al estrés cuando hay aumento de quitina y glucanos (Ram y Klis 2006).

Se evalu6 ademas la susceptibilidad de las tres cepas de C. albicans a antifingicos como
fluconazol, itraconazol y anfotericina B. Los resultados obtenidos en este ensayo mostraron
susceptibilidad a la anfotericina B en las tres cepas, este antifingico es de rapida accion y
produce mayor toxicidad, ademas se especula que el modo de accion se basa en la union al
ergosterol de la membrana plasmatica, lo que estaria explicando la susceptibilidad. Para el
caso de itraconazol y fluconazol la cepa mas afectada fue la mutante nula de KEX2, esta cepa
presentd cambios importantes en la organizacion de la pared celular, lo que estaria facilitando
el paso de estos agentes antifingicos a la membrana celular. La susceptibilidad a
antimicéticos se ha demostrado que ocurre en otras mutantes de la via de glicosilacion de C.
albicans y otras especies de Candida (Bates et al., 2006; Mora-Montes et al., 2007), tambien
se ha observado una mayor susceptibilidad a los antimicoticos en células con defectos en la
familia de los genes PMT, cuyos miembros participan en la via de O- manosilaciéon y en
cepas mutantes con cambios en las proteinas ancladas a GPI de la pared celular (Prill et al.,
2005; Plaine et al., 2008).
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Las mananas de la pared celular y los B-1,3-glucanos desempefian un papel fundamental
durante la interaccion de C. albicans con el sistema inmune innato, el dafio asociado a las
mananas reduce la produccién de citocinas por parte de las PBMCs (Mora- Montes et al.,
2007; Martinez- Alvarez et al., 2014). Cuando las células de las cepas WT, kex2A y
kex2A+KEX2 estuvieron en condiciones vivas se observo una baja estimulacion de los
niveles de IL-6, TNF-a ¢ IL-10 por las PBMCs. En el tratamiento de inactivacion por calor
se genera una mayor secrecion de citocinas, debido a que el calor desenmascara los PAMPs
como glucanos y mananos, exponiendo la capa interna de la célula, principalmente pB-1,3-
glucanos a los PRR que se encuentran en la superficie de las PBMC (Gow et al., 2007,
Herndndez- Chavez et al., 2018). Los resultados para el tratamiento de inactivacion por calor
muestran un aumento en la produccion de citocinas pro y antiinflamatorias en las tres cepas,
sin embargo, en la cepa mutante nula, aunque se presentd un aumento en la produccion de
estas citocinas, no fue tan significativo como en las demas cepas, es posible que se esté
presentando un enmascaramiento de receptores y por ende un menor reconocimiento de las
levaduras de esta cepa (Plato et al., 2015). En otras cepas de C. albicans se ha demostrado
un aumento en la secrecion de citocinas pro y antiinflamatorias después de la exposicién de
B-1,3-glucanos por la inactivacion por calor (Gow et al., 2007; Estrada- Mata et al., 2015).
En células de C. albicans que carecen de una elaboracion adecuada de N-mananas se han

obtenido resultados similares (Mora-Montes et al., 2010).

Para estudiar la contribucion de las O-mananas durante la interaccion de C. albicans - PBMC,
se trataron las células fungicas con NaOH para eliminar las O-mananas de la pared celular.
Los resultados muestran una disminucion en la produccion de citocinas pro y
antiinflamatorias para las tres cepas. Las O-mananas representan un componente menor de
la pared celular y son un elemento no esencial para estimular la produccion de citocinas por
las PBMC, asi que la perdida de estos tiene poco impacto en la capacidad de C. albicans para
estimular la produccién de citocinas pro y antiinflamatorias (Munro et al., 2005; Netea et al.,
2006).

El tratamiento de las levaduras con B-eliminacion e inactivacion por calor no afecto la
capacidad de las cepas WT, kex2A+KEX2 y kex2A para estimular la produccién de las

citocinas pro y antiinflamatorias, por el contrario, se observo un aumento en la produccion

49



=H UNIVERSIDAD DE
1| GUANAJUATO

de estas. Sin embargo, aunque hubo un incremento para las tres cepas, la cepa kex2A es la
que representa un aumento estadisticamente significativo. La produccion de citocinas
estimuladas por las células mutantes HK y B- eliminadas, nos lleva a proponer que las O-
mananas estarian enmascarando otros patrones moleculares mas relevantes para la
estimulacion de citocinas, lo que resulta en una disminucion de la produccion de IL-6 y TNFa
(Fig. 23). Esto ha sido propuesto previamente en C. parapsilosis y C. guilliermondii (Pérez-
Garcia et al., 2016). Para el caso de la IL-10, se observa un aumento en la produccion de esta
citocina en las tres cepas, pues el receptor dectina-1 puede inducir por si solo la produccién
de IL-10 cuando la B-1,3-glucana se encuentra expuesta (Fig. 24) (van de Veerdonk et
al., 2009).
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Figura 23. Conceptualizacion de la estimulacién de la produccion de las citocinas
proinflamatorias I1L-6 y TNFa por PBMCs. a. En las células de levadura de la cepa WT, los
ligandos para dectina-1, MR, TLR2 y TLR4 se exponen permitiendo un aumento en la produccion de
ambas citocinas proinflamatorias. b. En las células de levadura de la cepa mutante kex2A las N-
mananas y B- glucanos estan siendo enmascarados por las O- mananas, lo que resulta en una

produccion limitada de IL-6 y TNFa.

Se evalud la importancia de las N-mananas de la pared celular durante la interaccion de cepas
de C. albicans con las PBMCs, para llevar a cabo este ensayo estas fueron eliminadas. El
tratamiento con Endo-H afecté la capacidad de la mutante nula kex2A para estimular la

produccidn de citocinas proinflamatorias. La falta de N- mananas no afecté los niveles de IL-
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10 inducidos por la cepa WT, kex2A y kex2A+KEX2. La cantidad restante de fosfomananas
que son reconocidas por TLR2 y la exposicion de los B-1,3- glucanos reconocidos por
dectina-1 esta dando lugar a que tanto la cepa WT como la reintegrante de KEX2 puedan
generar un aumento en la estimulacion de las citocinas proinflamatorias debido a la
coestimulacion de ambos receptores (Wheeler y Fink 2006; Gow et al., 2007). Sin embargo,
en la mutante kex2A no se presenta tanta secrecion de estas citocinas porque se esta
reconociendo principalmente las glucanas y estas podrias estar ocultas por las O- mananas
(Plato et al., 2015). Para el caso de la IL-10 el aumento en la produccion de esta se atribuye
a que el receptor dectina-1 puede inducir la sintesis de IL-10, este resultado se obtuvo
también para el tratamiento de Endo H- HK en las tres cepas. En conjunto, estos datos revelan
gue las N- mananas de C. albicans son componentes clave de la pared celular para inducir la

produccion de citocinas por las PBMCs.
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Figura 24. Conceptualizacidon de la estimulacién de la produccién de la citocina antinflamatoria
IL-10 por PBMCs y macrdéfagos derivados de PBMCs. Las células de levadura de la cepa mutante
de kex2A presentaron un aumento en la produccion de IL-10, esto se debe a que el incremento en la
exposicion de p-1,3-glucanas afecta positivamente la produccion de IL-10 por la via de sefializacion
de la dectina-1.

Observaciones similares han sido reportadas para otras mutantes de C. albicans y C.
parapsilosis (Mora-Montes et al., 2007 , 2010 ; Pérez-Garcia et al., 2016). Los datos de Reid

y colaboradores sugieren que, aunque el reconocimiento de los f-1,3-glucanos es a través del
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receptor dectina-1, es importante tener una red de coestimulacion donde otros receptores
puedan interactuar para producir niveles altos de citocinas. Es decir, que pueda colaborar con
receptores como TLR2, TLR4, TLR5, TLR7 y TLR9 de manera sinérgica (Reid et al., 2009 ;
Pérez- Garcia et al., 2016).

El analisis de la interaccion de C. albicans con macrofagos mostro que la produccion de la
citocina antiinflamatoria IL-10 aumentd significativamente con la mutante nula kex2A en los
tratamientos de células vivas y B-eliminadas en comparacion con las demés cepas. Este
aumento podria estar relacionado al aumento de las glucanas de pared celular que presenta la
mutante nula kex2A, ya que podrian estarse reconociendo mas facilmente por el receptor de
la dectina-1, aumentando entonces la produccion de 1L-10. Para los demaés tratamientos como
inactivacion por calor y - eliminacién + HK el aumento en la produccion de esta citocina
fue similar en las tres cepas de estudio, la hipdtesis a este resultado es que como se esta
exponiendo principalmente la capa de B1,3- glucanos en estos tratamientos el receptor
dectina-1 esté induciendo la produccidn de esta citocina (Fig. 24). El papel de la dectina-1 en
el reconocimiento de células de levadura de C. albicans durante la interaccién con

macrofagos ya ha sido previamente reportado (Heinsbroek et al., 2008).

La mutante nula de kex2A mostr6 una disminucion significativa de la virulencia en el modelo
biolégico G. mellonella, esta disminucién habia sido ya reportada en un modelo murino de
candidiasis sistémica (Newport et al., 2003). A diferencia de la mutante nula kex2A la cepa
WT y reintegrante de kex2A presentan un alto porcentaje de virulencia. Aunque ya se tenian
reportes previos de la disminucion de la virulencia de la mutante nula, se decidié evaluar la
confiabilidad del ensayo en un modelo invertebrado como G. mellonella, y los resultados
obtenidos muestran que G. mellonella es eficiente como modelo bioldgico para determinar
la virulencia de diferentes cepas de C. albicans y podria estar reemplazando al modelo
murino, para este tipo de ensayos. En mutantes nulas en C. guilliermondii se obtuvieron
resultados similares, la disminucion de la virulencia se observé tanto en el modelo de G.
mellonella como en el modelo murino (Navarro- Arias et al., 2016). Las células fagociticas
de G. mellonella juegan un papel importante en las respuestas inmunes innatas, es posible
que la disminucion de la virulencia de la mutante nula kex2A de C. albicans fue el resultado

de una activacion de los hemocitos de la Galleria que permitio eliminar las células del hongo
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mas facilmente (Hernandez- Chavez et al., 2018). Al hacer el recuento de UFC la cepa
mutante present6 menor cantidad comparado a las demas cepas, en las cuales se obtuvo una
alta virulencia y por ende una mayor colonizacion en el tejido de la larva. La cepa WT y
reintegrante colonizaron de manera similar los tejidos de la Galleria, a diferencia de la cepa
mutante donde la cantidad de UFC recuperadas fue menor.

Se conoce que G. mellonella utiliza estrategias inmunoldgicas para controlar diferentes tipos
de patdgenos, y estas incluyen melanizacion, activacion de hemocitos y produccion de
péptidos antimicrobianos (Pérez- Garcia et al., 2016; Hernandez- Chavez et al., 2018). Como
experimento adicional para conocer otros elementos importantes de las cepas de estudio, se
evalud la citotoxicidad de cada una de éstas, cuantificando la liberacion de la enzima LDH
de levaduras de C. albicans en hemocitos de G. mellonella. La cepa WT y kex2A+KEX2
mostraron un mayor porcentaje de citotoxicidad comparado a la cepa kex2A. Estos resultados
podrian estar relacionados con los obtenidos en el ensayo de virulencia, se sugiere que entre

mas virulenta sea la cepa mas tdxica pueda llegar a ser para el organismo.
Finalmente, se proponen las siguientes hipotesis para explicar los resultados obtenidos:

Se ha reportado en S. cerevisiae que Kex2, en conjunto con otras proteinas, participan en el
transporte retrogrado y anterégrado de proteinas y ademas en procesos de glicosilacion (Zhao
et al., 2019). Tanto la N- como la O-glicosilacién inician en el reticulo endoplasmico,
posteriormente estos siguen su paso al aparato de Golgi donde finalmente
manosiltransferasas agregan los residuos de manosa correspondientes para completar las
cadenas. Para el caso de la N-glicosilacion la cadena final debe quedar con alrededor de 50 —
200 residuos de manosas. En S. cerevisiae se ha reportado que Kex2 activa proteoliticamente
manosiltransferasas como Ochl, la cual cumple la funcién de agregar o1,6- manosas para
completar los residuos de las cadenas. A partir de esto, proponemos que la ausencia de Kex2
en C. albicans estaria generando N-mananas truncas, pues no hay quien lleve a cabo la
activacion de manosiltransferasas para agregar los residuos de manosa faltantes, lo que trae
consigo una disminucién de éstas. Esto podria estar explicando ademas los niveles bajos de
fosfomanosilacion y que la enzima Hex1 aislada de la cepa mutante de KEX2 migre maés,

comparado a las demas.
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Para el caso de la O-glicosilacion, las O- mananas se podrian estar extendiendo mas de cinco
residuos, debido a que no hay ningin impedimento por parte de las N-mananas para que estas
sigan creciendo. Otra alternativa es que las al,2-manosiltransferasas necesiten un
procesamiento proteolitico para regular su actividad, al no existir ese control proteolitico por
la ausencia de Kex2 estaria permitiendo la adicion de muchos residuos de manosa lo que

conlleva a generar O-mananas mas grandes.

Se sabe que Kex2 puede pasar del aparato de Golgi al reticulo endoplasmico y viceversa
(Zhao et al., 2019), otra posibilidad incluye que el paso de Kex2 al reticulo endoplasmico
podria estar modulando los sitios donde la oligosacariltransferasa esta adicionando la N-
manana, si no se presenta la adicion de este en el residuo de Asn, se estaria dando lugar a que
una O-glicana se pegue a los residuos Ser/Thr, produciendo mayor cantidad de éstas en la

pared celular.

La disminucién en la cantidad de N-mananas y el aumento de O-mananas podria estar
provocando cambios en la remodelacion de los componentes internos de la pared celular,
pues se observa un aumento de la quitina y de las glucanas. Ademas, la disminucion de N-
mananas estaria generando espacios en la pared celular, pues son las N- mananas las
encargadas de recubrir la parte externa. Estos espacios estarian facilitando la entrada de
agentes extrafios como WGA-FITC y dectina-1, lo que conlleva a una mayor exposicién de

los polisacaridos internos de la pared celular.

Con los resultados obtenidos también se podria plantear que la célula estd compensando la
disminucion de componentes externos de la pared con un aumento de quitina y glucanos (Fig.
25). La pared celular de la cepa mutante en KEX2 podria estar utilizando como respuesta al
estrés la via de sefializacion de integridad de la pared celular, donde la activacién de la
cascada PKC- Mkcl y la B 1,3- glucano sintasa estarian regulando la produccion quitina y 8
1,3- B 1,6 glucanos, asi como su distribucion al sitio de remodelacion de la pared celular, con

la finalidad de evitar la muerte celular (de Nobel et al., 2000).

Ademas, los cambios estructurales que sufrio la pared celular de la cepa mutante podrian
estar afectando la produccidn de citocinas pro y antiinflamatorias, pues las N- mananas y los

B-1,3-glucanos son componentes clave para la estimulacion de éstas.
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Figura 25. Representacion esquematica de la pared celular de la cepa WT y kex2A. a. Pared
celular de la cepa WT b. Pared celular de la cepa mutante kex2A, la cual presenta cambios en la
composicién y remodelacion de la pared celular.

El aumento en la cantidad de proteinas de pared celular de la cepa carente de Kex2 estaria
relacionado con un aumento en el estrés celular, debido a la reorganizacion que sufrio la
pared. Esto podria estar ocasionando que la ruta clasica de secrecion se vea interrumpida y
se estén activando vias alternas como la secrecion de proteinas por vesiculas extracelulares
(Fig. 26) (Miura y Ueda, 2018). Estas proteinas que son liberadas estan siendo dirigidas a la
pared celular, lo cual en condiciones normales no pasaria, pues estas deberian ser secretadas
a la membrana celular. Sin embargo, la célula lo podria estar usando a su favor como una
medida de compensacion por los componentes que se estan viendo afectados en la pared
celular.
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Figura 26. Representacion esquematica del proceso de secrecidn de proteinas mediado por vesiculas
(Miura & Ueda 2018).
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VII1. Conclusiones

Kex2 es necesaria para los procesos de N-y O-glicosilacion de proteinas.

Los defectos en la sintesis de quitina y - glucanos se generan por la remodelacion
de la pared celular cuando Kex2 no esté presente.

La proteasa Kex2 es necesaria para mantener la integridad y organizacion de la pared
celular de C. albicans.

La ausencia de Kex2 vuelve mas susceptible a la célula a agentes perturbadores como
aquellos que afectan la pared, membrana plasmaética y algunos antifingicos.

Kex2 es importante para mantener la virulencia y citotoxicidad de C. albicans

Las N- mananas y las B 1,3- glucanas son importantes para la produccion de citocinas

pro y antinflamatorias.
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IX. Perspectivas

Determinar el tamafio de las N- y O- mananas de la pared celular de la cepa mutante
de kex2A.

Realizar un andlisis protedomico de la pared celular de la cepa mutante, para
determinar qué tipo de proteinas estan presentes.

Determinar si la ruta de integridad celular PKC-Mkcl se encuentra activada en la
cepa mutante kex2A
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