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RESUMEN

C. albicans es considerada como un patégeno importante en pacientes
inmunocomprometidos provocando altas frecuencias de mortalidad. Esta levadura es
polimdrfica y dos de sus formas de crecimiento, levaduras e hifas, parecen ser
importantes para la virulencia presentando diversas funciones durante diferentes etapas
del desarrollo de la enfermedad. Diversos estudios han demostrado que la morfogénesis
es un factor de virulencia importante en esta levadura, desempeia un papel crucial en la
formacién de biopeliculas, adhesién, invasién, dafio, diseminacién, evasidon del sistema

inmune vy la respuesta del huésped.

Estudios recientes han asociado el metabolismo del etanol con la formacion de
biopeliculas. El gen de la alcohol deshidrogenasa (ADH1) esta involucrado con la capacidad
de C. albicans de formar biopeliculas, probablemente porque es la encargada de la
conversiéon de acetaldehido a etanol. Se ha demostrado que el etanol al 4% inhibe la
formacién de biopeliculas en poliestireno y afecta también la formacion de tubo
germinativo. Por otro lado, el acetaldehido a partir de 7mM también inhibe Ia

filamentacién de C. albicans.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la inhibiciéon de la actividad de las
enzimas alcohol deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa de Candida albicans en la
formacién de tubo germinativo. Para lo anterior primero evaluamos el efecto del etanol
(en concentraciones del 1 al 8%), en la formacién de tubo germinativo de la cepa de
C. albicans ATCC 10231 midiendo el crecimiento celular, por medio de
espectrofotometria, y la actividad metabdlica, por medio de la reduccién de MTS, bajo

esas mismas condiciones.

Posteriormente evaluamos por medio de microscopia el efecto de dos inhibidores, el 4-
metilpirazol y la daidzina (inhibidores de la alcohol y la aldehido deshidrogenasa

respectivamente) en la formacion de tubo germinativo en tres cepas de C. albicans.




Nuestros resultados demuestran que la via fermentativa juega un papel regulador
importante en el cambio morfogenético de C. albicans, en el que participan los niveles de
etanol, acetaldehido y las dos enzimas que regulan estos niveles que son la alcohol

deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa.

Estos datos son importantes para poder plantear nuevas medidas profilacticas y de
tratamiento de las infecciones causadas por C. albicans, en las que el blanco es la

inhibicién de su cambio morfogenético.




INTRODUCCION

Caracteristicas generales del género Candida

Candida es una levadura comensal del hombre, que habita en la piel, las mucosas, el
tracto respiratorio alto, el tracto genitourinario y el tracto digestivo. Existen
aproximadamente 200 especies de Candida; sin embargo, la especie que causa infeccion
con mayor frecuencia es C. albicans; otras especies menos frecuentes son C. kefyr,
C. krusei, C. tropicalis, C. guilliermondi, C. parapsilosis, C. glabrata y C. dubliniensis

(Vazquez 2011).

Los hongos del género Candida son levaduras redondas u ovaladas de 3 a 7 micras que se
reproducen por blastoconidios, forman pseudomicelio y tienen capacidades de asimilacién
y fermentacidon de carbohidratos. Estas caracteristicas hacen facilmente distinguible a
cada una de las especies. Por su parte, C. albicans y C. dubliniensis, ademas, tienen la
capacidad de formar micelios verdaderos y clamidioconidios. Ninguna de las especies
forman pigmento carotenoide, ni asimilan inositol y todas carecen de capsula (Lopez

2004).

Candida albicans se desarrolla rdpidamente (24-48 horas) a temperatura ambiente y a 25-
30°C en agar dextrosa Sabouraud, tanto con cicloheximida y cloranfenicol como sin
antibidticos. Las colonias que se desarrollan son cremosas, blanco-amarillentas, lustrosas,

poco elevadas y de bordes bien definidos (Lopez 2004).

En el agar Biggy Nickerson, que contiene citrato de bismuto amadnico y sulfito de sodio,
algunas especies de Candida reducen estas sales y crecen como colonias con una
coloracién marrén brillante, caracteristica que muchos consideran util para diferenciar
C. albicans de otras especies y otras levaduras. En Chromagar Candida también podemos
diferenciar las colonias de C. albicans de otras porque presentan un color verde claro

(L6pez 2004).




El género Candida es un grupo extremadamente heterogéneo de organismos que crecen
como levaduras. Muchos de sus miembros también producen un tipo de crecimiento
filamentoso (pseudohifas o pseudomicelio) pero C. albicans y C. dubliniensis ademas
forman hifas verdaderas (micelio verdadero). Por lo anterior, ambas especies son
consideradas polimorficas. La diferencia entre hifas y pseudohifas se realiza en base a la
forma en la que esta se formd. La pseudohifa se forma a partir de las células
levaduriformes o de las hifas por gemacidn, pero las nuevas células permanecen unidas a
las células originales y se alargan resultando en filamentos con constricciones en las
uniones celulares de los filamentos. Las hifas verdaderas, en cambio, se forman a partir de
levaduras o como ramificaciones de las hifas existentes. A partir de las levaduras comienza
a crecer el tubo germinativo por una extensién apical y con formacién de septos detrds del
crecimiento de la hifa. Las gemaciones ocurren de forma lateral justo detrds de la
formacién del septo. Candida albicans forma abundantes tubos germinativos cuando
crece en presencia de suero u otros inductores y en esas condiciones se forman mas
ramificaciones de las hifas y se retrasa el proceso de gemacion. Las pseudohifas parecen
ser una etapa de crecimiento intermedio entre las levaduras y las hifas (Calderone 2002).

En la figura 1 se muestran fotografias de estas morfologias.

a) Levadura

Figura 1. Morfologias de C. albicans. La barra de escala representa 10 um. (Tomado de Sudbery 2004).
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Taxonomia

En el caso de las levaduras la clasificacién taxondmica ha evolucionado considerablemente
a través de los anos debido a que, a pesar de poseer morfologias engafosamente
parecidas, presentan una gran variedad de caracteristicas fisioldgicas que las hacen
diferentes entre si. Los géneros y especies se encuentran en continua clasificacion al
descubrirse nuevas caracteristicas. La clasificacién taxondmica para C. albicans que se

describe en NCBI Taxonomy Browser es:

Phylum: Ascomycota

Subphylum: Saccharomycotina

Clase: Saccharomycetes

Orden: Saccharomycetales

Género: Candida

Especie: C. albicans

Patogénesis

Las especies de Candida normalmente son comensales del tracto gastrointestinal y
genitourinario, sin embargo también pueden ser patdgenos importantes que provocan
desde infecciones superficiales como vaginitis hasta infecciones mas severas en boca y
es6fago en pacientes inmunocomprometidos (por ejemplo con VIH) e incluso pueden

llegar hasta el torrente sanguineo (Sudbery 2004).

La candidiasis es la micosis oportunista mas frecuente. Es una infeccién aguda o crénica de
las mucosas, piel, uiias o tejidos profundos, causada por levaduras del género Candida. En
general afecta a todos los grupos de edad, sexo, raza y ocupacioén, aunque algunos tipos

particulares de candidiasis afectan con mayor frecuencia a determinados grupos de




personas, por ejemplo, la forma oral es mas frecuente en lactantes, la mucocutanea
cronica y la granulomatosa se observan preferentemente en preescolares, la intertriginosa

en adultos obesos y diabéticos (Lopez 2004).

La patogénesis de la candidiasis combina tres factores importantes: el hospedero, el

hongo y los factores microambientales.

Respecto al hospedero, los factores predisponentes incluyen alteraciones enddcrinas
como la diabetes mellitus, el embarazo, fallas renales e hipertiroidismo, la depresién del
sistema inmune generalmente causada por el uso de antineoplasicos o inmunosupresion
en el caso de pacientes con trasplantes, o bien, enfermedades del sistema inmune como
el SIDA. También existen otras enfermedades predisponentes como linfomas o leucemias,
anemia aplasica, o el uso prolongado de tratamientos con antibidticos, corticosteroides,

antidepresivos, antineopldsicos o inmunosupresores (Coronado 2013).

Debido a que C. albicans forma parte de la microbiota normal del cuerpo humano, su
homeostasis es compleja y depende de muchos factores, entre ellos, la inmunidad
mediada por células que desempeiia un papel destacado debido a que la asociacién
linfocitos CD4-macrdfago ejerce un poder de vigilancia y su déficit redunda en una mayor
facilidad de Candida para adherirse a las células epiteliales. La frecuencia y gravedad de
las infecciones dependen, sobre todo, del nivel de células CD4 en sangre. Las candidiasis
son evidentes en enfermos con recuentos inferiores a 400 linfocitos CD4/uL. Debe tenerse
en cuenta que las mananas y las mananoproteinas de la pared celular de Candida son
activadoras de las células CD8 y deprimen la actividad de las CD4, potenciando el efecto
inmunodepresor del VIH. Por esta razén, en pacientes VIH positivos, se ha propuesto la
administracion de tratamientos antifungicos durante lapsos prolongados a fin de reducir
el nivel de antigenos libres en sangre y tejidos, evitando un deterioro mayor de la
inmunidad. La preservacién de la funcién fagocitaria de los neutrdfilos en los pacientes
VIH positivos, asi como la buena produccién de anticuerpos contra el antigeno de 47 KDa

de Candida, reducen la frecuencia de candidiasis diseminadas en condiciones habituales.




Las candidiasis superficiales estan relacionadas con alteraciones en la hidratacion y

cambios en el pH de la piel, boca, faringe y otros tejidos superficiales (Castafion 2012).

Con lo que respecta al hongo, Candida albicans tiene la capacidad de infectar una gran
variedad de nichos y para ello emplea diversos factores de virulencia como pueden ser la
transicion morfoldgica entre la forma de levadura e hifa (dimorfismo), la expresién de
adhesinas e invasinas en la superficie celular, el tigmotropismo, la formacién de
biopeliculas, el cambio fenotipico y la secrecidon de enzimas hidroliticas; ademas de que
este hongo presenta caracteristicas muy importantes como lo son la rapida adaptacién a
fluctuaciones en el pH del ambiente que la rodea, poderosos sistemas de adquisicién de
nutrientes, flexibilidad metabdlica, y fuertes maquinarias de respuesta a estrés como se

aprecia en la figura 2 (Mayer 2013).

Adhesién
o Dimorfismo
| i i l Célula QO - O—
[ | l I hospedera
Invasién

Tigmotropismo

Cambio blanco a opaco

QO «~ @

Blanco Opaco

Respuestas ambientales

Formacion de biopelicula Respuesta a estrés Aminoacidos
Regulacién
de pH
H A
5pe NH,
Cateter
Fe, Zn, Cu, Mn GN

Figura 2. Esquema representativo de los mecanismos de patogenicidad de C. albicans (Tomada de Mayer
2013).




Dimorfismo

La capacidad de Candida albicans para cambiar entre levadura e hifa es uno de los
factores mas importantes asociados con la virulencia. La morfogénesis es inducida por un
sin numero de factores ambientales y nutricionales, por ejemplo, a bajo pH (<6)
C. albicans crece preferencialmente en forma de levadura pero a pH’s elevados (>7) se
induce el cambio hacia la forma de hifa. Otros factores importantes que favorecen la
produccién de hifas son la escasez de nutrientes, la presencia de suero o N-
acetilglucosamina, temperatura fisiolégica y CO, (Mayer 2013, Shephered 1980, Kelly
2004, Martins 2007 ).

Los estudios han mostrado que mutantes de Candida albicans que presentan Unicamente
la forma filamentosa son virulentas en modelos de ratones (Lo 1997) sugiriendo que,
aungue la forma de levadura es necesaria para la diseminacion, la hifa es necesaria para
invadir el tejido del hospedero. Por otro lado, se ha observado que las mutantes que son
incapaces de formar hifas en condiciones in vitro resultan ser menos virulentas. A pesar de
lo mencionado, actualmente se prefiere considerar que ambas formas son importantes
para la infeccién: en érganos donde C. albicans ha invadido es posible encontrar tanto
hifas como levaduras, y dependiendo del drgano serd la forma predominante. Por
ejemplo, durante una candidiasis, en rifidn generalmente se observan hifas pero no estan
presentes en higado o bazo. Durante la etapa de comensal aun no se ha esclarecido cudl

es la forma predominante (Jacobsen 2012).

Las infecciones producidas por C. albicans pueden dividirse en al menos cuatro etapas
distintas, la colonizacidn, las infecciones superficiales, las infecciones profundas y las
sistémicas. Durante la colonizacién la levadura habita como comensal, en equilibrio con la
microbiota sin causar ningun dafio al hospedero, incluso, la mayoria de la poblacién es
asintomatica, pero las infecciones ocurren cuando ese equilibrio se pierde. De una forma
simplificada se dice que una vez que el equilibrio se rompe las hifas son patdgenas en

tanto que las levaduras son formas no patogénicas, sin embargo, en la tabla 1 se




muestran ejemplos de actividades de C. albicans durante la infeccién, que dependen

especificamente de la morfologia ya sea como hifa o como levadura (Jacobsen 2012).

Tabla 1. Ejemplos de actividades durante la infeccion de C. albicans dependientes de la morfologia

(Adaptada de Jacobsen 2012).

ACTIVIDAD FUNGICA

MORFOLOGIA
LEVADURA

HIFA

Expresidn de genes asociados

Bajo ciertas condiciones

Por definicion

a la hifa
Adhesion Moderada Fuerte
Invasion
e Endocitosis inducida Baja Moderada
e Penetracién activa Ninguna Alta
Dafo Ninguno Alto
Diseminacion A través del torrente | A través de las barreras
sanguineo epiteliales; interepitelial
Adquisicion de hierro via | No se ha descrito Via Als3
ferritina
Escape de fagocitos No se ha descrito Si

El paso de levadura a hifa es muy complejo y requiere de gran cantidad de procesos

celulares, dentro de los que encontramos a la expresidon génica y los mecanismos de

sefalizacion.

Se ha demostrado que para que se lleve a cabo el cambio morfogenético se requiere de la

expresion de genes relacionados con factores de virulencia que no necesariamente estan

involucrados en la formacidn de la hifa per se, tales como las proteinas de la pared de la

hifa Hwp1, proteinas similares a aglutininas Als3, proteasas como Sap4, Sap5 y Sap6 y




proteinas asociadas con las hifas como Ecel y Hyrl. Sin embargo, también se sabe que
existen factores que regulan este proceso como Rasl, Efgl, Cphl, Tecl y Rim101 y otros
factores responsables de regular el proceso inverso (el paso de hifa a levadura) tales como

los represores Nrgl o Tupl (Jacobsen 2012; Mayer 2013).

Respecto a la sefializaciéon, previamente se ha reportado que en los microorganismos los
metabolitos producidos bajo diferentes condiciones ambientales actian como moléculas
de virulencia. En C. albicans la capacidad de llevar a cabo el cambio morfogenético
también se encuentra bajo la regulacién de diversas moléculas de sefalizaciéon (quorum
sensing) como el farmesol y el tirosol que promueven dicho cambio. Por otro lado,
también hay moléculas que en C. albicans inhiben este cambio como el alcohol etilico,
dodecanol, alcohol isoamilico y nerolidol, aun cuando se encuentren en presencia de
inductores de tubo germinativo como el suero, temperatura, pH, etc., por lo que se
considera que estas moléculas también desempefian actividades de sefializaciéon (Martins

2007, Davis-Hanna 2008, Chauhan 2011 ay b).

Alcohol deshidrogenasa de C. albicans

La alcohol deshidrogenasa es una de las enzimas involucradas en la oxidacidén de alcoholes
primarios y secundarios usando la coenzima NAD(P)+. En microoganismos Gram-negativos
y etanologénicos, se ha demostrado que son dos isoenzimas de ADH (ADH1 y ADH2) las

gue estan involucradas en la formacion de piruvato a partir de etanol (Moon 2011).

En levaduras y bacterias la principal funcidon de la alcohol deshidrogenasa 1 (ADH1) es
reducir a etanol el piruvato resultante de la glicélisis por medio de la produccién de

acetaldehido como intermediario bajo la siguiente reaccién (Nelson 2005):

Glucosa + 2ADP + 2P === 2 etanol + 2CO, + 2ATP + 2H,0
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La produccién de etanol (fermentacidn) ocurre bajo condiciones anaerdbicas in vitro, en el
tracto gastrointestinal y durante las infecciones (Chang 1989, Ogasawara 2006, Spinucci
2006). En el crecimiento, bajo condiciones aerdbicas, la fermentacién domina durante la

fase lag y la respiracion tiene lugar durante la fase log (Ogasawara 2006).

Por otro lado, se ha encontrado que a pesar de que en C. albicans el etanol es un producto
del metabolismo de la glucosa y lo puede utilizar como Unica fuente de carbono, esta
levadura es relativamente intolerante al etanol en altas concentraciones cuando estd
presente en su medio ambiente (Zeuthen 1988). Cuando emplea el etanol como fuente de
carbono lo hace para la producciéon de acetil-CoA a partir del acetaldehido en una
reaccidon de dos pasos. En el primer paso el etanol es oxidado a acetaldehido gracias a la
accioén de la alcohol deshidrogenasa y en el segundo paso lo convierte a acetil-CoA como

se observa en la figura 3 (Strijbis 2010).

También se ha reportado que ADH1 puede participar en la conversién de acetaldehido a

etanol, es decir que puede actuar en ambas direcciones (Bertram 1996, Mukherjee 2006).

Alcohol deshidrogenasa
ADH1, ADH2, ADH3, ADH4, ADH5

*
— . .
EtAN0| ey aCetaldehido Acetil-CoA
Coenzima A NADH
NAD+ NADH NAD+

Figura 3. Esquema representativo de la degradacion de etanol en C. albicans (adaptado de CGD, Candida

Genome database; * Bertram 1996, Mukherjee 2006)

El genoma de C. albicans contiene una familia de al menos seis genes de alcohol
deshidrogenasas ADH1/0rf19.3997, ADH2/0rf19.5113, ADH3/0rf19.4505,
ADH4/0rf19.271, ADH5/0rf19.2608 y orf19.4504, y en todas ellas las predicciones apuntan

a que pueden llevar a cabo el primer paso en la degradacién del etanol, que es convertirlo
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a acetaldehido, sin embargo, experimentalmente solo se ha demostrado el papel de

ADH1.

El gen ADH1 de C. albicans tiene una fuerte homologia (70.5-85.2%) con las alcoholes
deshidrogenasas de  Saccharomyces  cerevisiae, Kluyveromyces  lactis vy
Schizosaccharomyces pombe (Bertram 1996) y ha sido demostrado que presenta la
actividad de alcohol deshidrogenasa cuando se expresa en Saccharomyces cerevisiae

(Bertram 1996).

De forma interesante se ha encontrado que, esta proteina (Adhlp) que estaba asociada
Unicamente a reacciones metabdlicas citoplasmaticas, como otras enzimas que participan
en el metabolismo de los azlcares, se puede localizar a nivel de la superficie celular,
donde puede llevar a cabo otras funciones, entre ellas ser inmunogénica para el

hospedero infectado (Shen 1991, Bertram 1996).

Adh1lp presenta capacidad de unidn a proteinas estructurales (plasmindgeno e integrinas)
del hospedero, por lo que se asume que también puede desempefiar un papel en las

interacciones hongo-hospedero (Shen 1991, Swoboda 1993, Bertram 1996, Pitarch 2001).

Otros estudios han demostrado que Adhl, reacciona con anticuerpos contra integrinas
humanas tales como vitronectina y fibronectina, lo que indicaria que en la superficie
celular Adhlp participa en la adhesién a la matriz extracelular durante las infecciones

(Klotz 2001, Mukherjee 2006).

Con respecto a la regulacion del gen, en 1994 Swoboda y colaboradores demostraron que
los niveles del mRNA de ADH1 de C. albicans cambian durante el crecimiento. Por otra
parte, el equipo de Bertram (1996) demostré que al inicio de la fase exponencial de
crecimiento de la levadura los niveles de mRNA se encuentran bajos, pero estos aumentan
y alcanzan su maximo en las etapas tardias de esta misma fase para nuevamente caer
durante la fase estacionaria donde coincide con la baja de glucosa y el punto donde el

etanol comienza a utilizarse. Estos autores mencionan que los niveles de la proteina

12




alcohol deshidrogenasa no tienen una estrecha correlacion con los niveles del mRNA,

concluyendo que el gen esta regulado a nivel transcripcional y post-transcripcional.

Durante el cambio morfogenético se ha reportado que hay un aumento en los niveles de
mRNA de ADH1 (Swoboda 1994), ademas de que hay una sobreexpresion de la proteina

en la hifa respecto a la levadura (Ebanks 2006).

La expresién de ADH1 de C. albicans disminuye en la formacién de biopeliculas y las
mutantes adh1 presentan biopeliculas mas gruesas en superficies sélidas indicando que el
etanol producido por esta enzima puede inhibir la formacidon de las mismas (Mukherjee

2006).

Un estudio adicional confirma que el etanol al 4% inhibe significativamente la produccién
de biopelicula asi como la formaciéon del tubo germinativo y el alargamiento del mismo.
De los estudios realizados por estos autores queda claro que el metabolismo del etanol
esta implicado en la formacidn de biopeliculas y en el cambio morfogenético actuando (el
etanol) como una molécula reguladora aungue ellos no mencionan como seria el papel del

gen ADH y su proteina (Chauhan 2011).

Aldehido deshidrogenasa de C. albicans

La produccion de acetaldehido corresponde a otra ramificaciéon de la via fermentativa de
C. albicans (figura 4) y, aunque la conversidn de acetaldehido a acetato no ha sido bien
caracterizada, se ha demostrado experimentalmente que hay produccion de acetato y que

esta reaccidn podria ser catalizada por una aldehido deshidrogenasa (Samaranaya 1983).




glicolisis

b

piruvato
co,

acetaldehido Adenido

deshidrogenasa

NAD*
NAD*
Alcof'lol NADH ALD5, ALD6
deshidrogenasa NADH
NAD(P)*
ADH1, ADH2, ADH3, %
ADH4, ADH5 NAD(P)H

etanol acetato

Figura 4. Via fermentativa de C. albicans (tomado de CGD, Candida Genome database; * Bertram 1996,

Mukherjee 2006).

El genoma de C. albicans incluye varios genes putativos de aldehido deshidrogenasas:
ALD5/0rf19.5806 es ortdlogo al gen ALD5 de S. cerevisiae que codifica para una aldehido
deshidrogenasa dependiente de NADP*, y ALD6/0rf19.8361, orf19.3045, and orf19.6306
son similares a ALD4 de S. cerevisiae , que codifica para una aldehido deshidrogenasa que
utiliza NADP* y NAD* como coenzimas. En S. cerevisiae, tanto Alddp como Ald5p

contribuyen a la produccién de acetato (Saint Prix 2004).

Sin embargo, experimentalmente no se ha demostrado su presencia ni su actividad,
Unicamente en algunos estudios protedmicos o de microarreglos que demuestran que la
expresion diferencial del gen o los niveles de la proteina se ven modificados bajo ciertas

condiciones (Rogers 2002, Marttila 2013).
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Efecto del acetaldehido en C. albicans

Muchas especies de Candida son capaces de producir el compuesto carcinogénico
acetaldehido, entre ellas estan C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis,

C. dubliniensis, C. Guillermondiiy C. krusei (Uittamo 2010).

C. albicans produce cantidades significativas de acetaldehido en concentraciones de
etanol clinicamente relevantes (Tillonen 1999). Se ha sugerido que en la saliva humana, el
acetaldehido producido por la flora microbiana incluyendo a C. albicans, podria ser un
factor predisponente importante para que se origine el cancer oral, ademas de que en
pacientes con APECED (del inglés autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-
ectodermal dystrophy, esto es candidiasis distréfica poliendocrinopdtica ectodérmica
autoinmune) los niveles de acetaldehido podrian ser responsables de la mayoria de las

candidiasis orales crdnicas que presentan desde temprana edad (Uittamo 2009).

Recientemente se han reportado los efectos del acetaldehido en el cambio de levadura a
hifa de C. albicans y en la formacion de biopeliculas encontrando que a una concentraciéon
de 7mM hay una inhibicidn de la morfogénesis del 80-100%, sin embargo estos niveles no
tienen efecto sobre el crecimiento ni la viabilidad celular, pero en concentraciones
superiores si se ve afectada la viabilidad. En concentraciones de 7 y 14 mM se inhibe al
50% la formacion de la biopelicula y se observan uUnicamente levaduras adheridas

(Chauhan 2011).

Aunqgue todavia no se conocen a detalle los mecanismos moleculares detras de estos
efectos se ha reportado que al exponer a S. cerevisiae a concentraciones de acetaldehido
de 1 mg/mL hay efectos sobre la progresion del ciclo celular, la replicacion del DNA y la
biosintesis de proteinas sin que se observe un efecto significativo en la viabilidad celular.
También se reportd que el acetaldehido podria causar una induccién de los genes MET
involucrados en el metabolismo del azufre y la represion de genes involucrados en el
mantenimiento y polaridad celular. Estos podrian ser efectos que ocurrieran en C. albicans

bajo las mismas condiciones (Aranda y de Olmo 2004).
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Chauhan y colaboradores (2011) proponen que en condiciones in vivo, en aquellos sitios
donde predomina C. albicans, la acumulacion de acetaldehido puede inhibir la formacién
de hifas favoreciendo la presencia de levaduras, lo que traeria como consecuencia su
diseminacion en el hospedero. A nivel de biopeliculas su formacién también podria
inhibirse al incrementar los niveles de acetaldehido, pero al hacerlo se provocaria que
aparecieran formas levaduriformes que se desprendan con mayor facilidad y que
nuevamente puedan diseminarse. Estos autores concluyen que el acetaldehido producido
por C. albicans ejerce un papel regulador de la morfogénesis que participa en el cambio de
levadura a hifa, la formacién de la biopelicula, la diseminacion y el establecimiento de la

infeccion.

Inhibidores de la alcohol deshidrogenasa

4-Metilpirazol

El 4-metilpirazol es un potente inhibidor de la alcohol deshidrogenasa (Eklund 1982), a
ciertas dosis y solo o en conjunto con etanol (10%) logra inhibir hasta un 60%. El
tratamiento combinado de estas sustancias incrementan la actividad microsomal del
metabolismo de farmacos. Experimentos donde la alcohol deshidrogenasa se satura con
alcohol muestran una mas lenta eliminacién de 4-metilpirazol. La administracién de etanol
y 4-metilpirazol muestran una amplia relacion en el metabolismo de ambos, logrando asi
tener una alta concentracidn en sangre. Debido a su baja toxicidad el 4-metilpirazol y a su
alta capacidad inhibitoria puede ser usado como herramienta en experimentos clinicos de
metabolismo de alcohol y sus efectos. El 4-metilpirazol es también un potente agente
terapéutico en envenenamiento con etilenglicol o metanol (McMartin 1980, Blomstrand

1983).

El 4-metilpirazol es mas especifico como inhibidor de la alcohol deshidrogenasa que un
pirazol (Makar 1975).El rango de inhibicién de 4-metilpirazol depende de la dosis, es una
buena alternativa de un inhibidor competitivo de ADH con una larga duracion de accién.

La habilidad del 4-metilpirazol para bloquear el metabolismo de ADH ha sido utilizado
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experimentalmente para evaluar su efectividad en la reduccién de toxicidad de alcoholes

(Chou 1978).
Daidzina

Daidzina es una isoflavona y es un compuesto biolégicamente activo que se encuentra en
la soya de manera natural, se ha reportado que inhibe la aldehido deshidrogenasa
mitocondrial y disminuye la ingesta de etanol (Tian 2002). La aldehido deshidrogenasa es
una enzima constante con una variabilidad arquitecténica parecida a la alcohol
deshidrogenasa de otra familia la cual es también multiple. Aparentemente pequefas
variaciones son asociadas con los segmentos no funcionales (alcohol deshidrogenasa clase
Ill'y aldehido deshidrogenasa clase 2). Este es el patrdén tipico de las enzimas conservadas
(alcohol deshidrogenasa clase | y clase IlI) que guardan la funcién basica de ambas familias
y es en contraste para las enzimas generales con mas variaciones y sitios funcionales

(Hjelmqgvist 1997).

La daidzina junto con sus conjugados es uno de los principales componentes de la soya, ha
sido reportado que inhiben el crecimiento celular de tumores in vivo e in vitro en el cancer

de mama y de préstata (Li 2006).

También se ha encontrado que la daidzina es uno de los componentes de la Pueraria
lebata, una planta medicinal china, la cual ha mostrado retardar y disminuir la
concentraciéon de alcohol en sangre de animales (ratas), administrar daidzina no muestra
un efecto crénico, ya que al administrarlo una sola vez o durante siete dias no altera las

funciones de la alcohol deshidrogenasa o la aldehido deshidrogenasa del higado (Xie).

Antecedentes directos

La capacidad de C. albicans de sufrir un cambio morfoldgico entre levadura, pseudohifa e
hifa ha sido considerada como un factor indispensable para su virulencia. Tanto hifas

como pseudohifas son invasivas y se piensa que estas formas promueven la penetracién

17




de los tejidos durante las fases tempranas de la infeccion, mientras que la forma de
levadura podria ser la encargada de llevar a cabo la diseminacién en el torrente sanguineo

(Sudbery 2004).

La comprension de los mecanismos de patogenicidad que C. albicans usa durante la
infeccidn son cruciales para el desarrollo de nuevas terapias antifingicas y diagndsticas.
Las drogas antifungicas fueron disefiadas para matar el microorganismo, sin embargo
recientemente se ha propuesto que los factores de virulencia podrian ser nuevos blancos
para estrategias antifingicas y, entre ellos, se encuentran el dimorfismo, la secrecién de
proteasas y la expresion de adhesinas e invasinas (Mayer 2013). A este respecto son varios
los autores que han enfatizado que la inhibicidn de la filamentacion podria reducir la
patogénesis y la formacién de biopeliculas en C. albicans (Lo 1997, Baillie 1999 , Lépez-

Ribot 2005, Chauhan 2014).

En el desarrollo de estas ultimas son las hifas quienes proporcionan la arquitectura
espacial tan organizada que se observa en las biopeliculas maduras. Sin embargo, hay
evidencias de que existen eventos moleculares especificos de las biopeliculas y que son
independientes de la filamentacién como los regulados por el factor de transcripcién
Bcrlp en los que su mutante es incapaz de formar biopelicula pero presenta una

capacidad normal de filamentacién normal en medio liquido (Lépez-Ribot 2005).

En el 2006 Mukherjee y colaboradores describieron que el mecanismo por el que Adhlp
regula la formacién de biopeliculas podria estar relacionado con la actividad enzimatica de
ésta proteina. Ellos demostraron que la proteina cataliza la produccién de etanol en la
biopelicula y que la eliminacién del gen ADH1 provocdé una disminucidn en los niveles de
etanol y un aumento en los niveles de acetaldehido. De forma parecida, ellos emplearon
dos inhibidores especificos de la Adhlp que fueron el 4-Metilpirazol y el Disulfiram y

observaron que C. albicans era capaz de producir biopeliculas mas gruesas.

A partir de los resultados publicados por Chauhan y colaboradores (2011 a,b) queda claro

gue el metabolismo del etanol juega un papel muy importante en la morfogénesis vy la
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produccién de biopeliculas, y ellos demuestran que estos dos procesos estan regulados
por los niveles de etanol y acetaldehido presentes en el medio, sin embargo, como se
menciond antes, Mukherjee y colaboradores (2006) demostraron que estos niveles son
regulados por los niveles de expresion y actividad de las enzimas involucradas en esta ruta
metabdlica, especificamente se enfocaron al gen ADH1 y su producto la alcohol

deshidrogenasa 1.

Por otra parte, las vias fermentativas de C. albicans no sélo estan relacionado con la
capacidad de infeccion de la levadura, sino que ademas Marttila y colaboradores (2013)
demostraron que C. albicans produce altos niveles de acetaldehido (bajo tensiones bajas
de oxigeno, como en las biopeliculas) que podrian explicar la relacién que hay entre una
pobre higiene dental y el cadncer oral. De acuerdo a los estudios de northern blot que
realizaron, ellos encontraron que los genes ALD6 (aldehido deshidrogenasa) y ACS (acetil
CoA sintetasa) disminuyen significativamente en bajas tensiones de oxigeno por lo que
pueden ser indicadores de la produccion de acetaldehido a partir de la glucosa. Sin
embargo, esta relacién no fue directa, como se esperaria, con los genes ADH1, ADH2
(alcohol deshidrogenasa 1y 2) o piruvato descarboxilasa (PDC11) demostrando que ALD6

y ACS son los principales involucrados en los niveles de acetaldehido.

Justificacion

En el laboratorio nos interesa profundizar en la regulacién de la formacidon de biopeliculas
y el cambio morfogenético de Candida albicans, dos importantes factores de virulencia de
ésta levadura, y hemos abordado este tema estudiando la regulacidn de la expresién del

gen, los niveles de proteina y su actividad.

En un trabajo previo, Veldzquez (2014) analizé cepas con diferente capacidad de
formacion de biopelicula que provenian de diferentes aislados clinicos y encontré que la
expresion del gen ADH1 fue menor en las cepas menos adherentes y que formaron
biopeliculas mas pobres, en tanto que las cepas que presentaron mayor adherencia y

formacién de biopeliculas bien estructuradas se presentaron niveles altos de expresidn del
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gen. De sus resultados concluimos que hay una relacion directa entre la expresién del gen
ADH1, la capacidad de llevar a cabo el cambio morfogenético, la adhesidn a poliestireno y
la capacidad de formacion de biopelicula y estas caracteristicas son distintas para cada
una de las cepas de C. albicans analizadas sin que se presente relacion alguna con su

origen anatémico.

En este trabajo deseamos profundizar en el papel que desempeiia la alcohol
deshidrogenasa en la formacién del tubo germinativo de C. albicans, para lo cual
evaluamos el efecto del etanol en el cambio morfogenético y empleamos el inhibidor
especifico de la alcohol deshidrogenasa 4-metilpirazol, ademas de que ampliamos el
estudio al utilizar un inhibidor especifico de la aldehido deshidrogenasa, la daidzina, con la
finalidad de determinar si esta enzima también participa en el proceso del cambio de

levadura a hifa.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la inhibicidn de la actividad de las enzimas alcohol deshidrogenasa y

aldehido deshidrogenasa de Candida albicans en la formacién de tubo germinativo.

OBIJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar el crecimiento celular de C. albicans ATCC 10231 en ausencia y presencia
de etanol en concentraciones del 1 al 8% por medio de espectrofotometria.

e Evaluar el efecto del etanol, en concentraciones del 1-8%, en la formacion de tubo
germinativo de C. albicans ATCC 10231.

e Evaluar la actividad metabdlica de C. albicans ATCCC 10231 en ausencia Yy
presencia de etanol en concentraciones del 1 al 8% por medio de la reduccién de
MTS (sal interna de 3-(4,5-dimetiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolio).

e Evaluar el efecto del inhibidor de la alcohol deshidrogenasa, 4-metilpirazol, en la
formacién de tubo germinativo en tres cepas de C. albicans por medio de
microscopia.

e Evaluar el efecto del inhibidor de la aldehido deshidrogenasa, diadzina, en la
formacién de tubo germinativo en tres cepas de C. albicans por medio de

microscopia.
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MATERIAL Y METODOS
Cepas empleadas.

Se empled la cepa de referencia C.albicans ATCC10231 y dos cepas (112U y 520) obtenidas
a partir de aislados clinicos e identificadas por métodos tradicionales (filamentacién en
suero, produccidon de clamidioconios en agar de harina de maiz, crecimiento en el
CHROMagar Candida, asimilacion de carbohidratos con el sistema API-20-AUX) en el
Centro Médico Nacional y en el laboratorio de Micologia Médica de la Facultad de

Medicina de la UNAM.

En pruebas de formacién de biopelicula, las cepas 10231 y la 520 fueron clasificadas con

alta capacidad de formacién y la 112U con baja capacidad.
Cultivo de C.albicans.

Las levaduras se mantuvieron en agar YPD hasta su uso. Para las pruebas de filamentacién
en ausencia y presencia de inhibidores las levaduras fueron crecidas en 5mL de medio YPD
a 37°Cy 150 rpm durante toda la noche hasta alcanzar una DOeoonm =1 (equivalente a 3 x
107 células por mL) a partir de ahi se hicieron las diluciones correspondientes para colocar

en cada pozo 1 x 10° células.
Induccidn de la formacidon de tubo germinativo.

Los ensayos de filamentacidn fueron llevados a cabo de acuerdo a la metodologia descrita
por Chauhan (2011) con algunas modificaciones. Brevemente, en cada pozo se colocaron
1x10° levaduras en medio YPD con suero fetal bovino al 10% para completar un volumen
final de 200uL. En la evaluacién del efecto del etanol se adicioné a cada pozo el volumen
necesario para obtener concentraciones del 1 al 8% del alcohol. Las células se incubaron a
37°C, y fueron observadas al microscopio invertido desde el inicio (tiempo 0) y a intervalos
de 1 hora durante 3 horas para observar la morfogénesis. Al cultivo sin alcohol (control) y
a los cultivos con diferente porcentaje de etanol se les tomaron fotografias de diferentes

campos del cultivo; analizando cien células de cada campo contando las que presentaban




formacion de tubo germinativo y las que no lo presentaban. Se calculé el porcentaje de

formacion de tubo germinativo de acuerdo a la siguiente férmula:

# tubos germinativos en la muestra

x 100

%formacién de tubo germinativo = ——
# tubos germinativos en el control

Efecto del etanol en el crecimiento y la viabilidad celular.

Estas mediciones se llevaron a cabo en microplaca de 96 pozos, para lo cual, se colocaron
1x10° levaduras por pozo en medio YPD mas suero al 10%, en ausencia, y con diferentes
concentraciones de etanol a partir de 1 al 8% para completar un volumen final de 200 ulL.
Para ambas pruebas cada concentracion se llevé a cabo por duplicado en la misma placa.
Se indujo la formacion de tubos germinativos durante 2 horas incubando la placa a 37°Cy
200 rpm. Posteriormente, para determinar el efecto del etanol en el crecimiento se midié
la absorbancia a 600 nm en un lector de ELISA. Para evaluar la viabilidad celular a cada
pozo se le adicionaron 20 ul del reactivo Cell Titer 96 AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (solucidon acuosa para ensayos de proliferacién celular)(Promega).
Después de 1 hr de incubacidn se realizé la lectura en un lector de ELISA con un filtro de

490 nm.

Uso de inhibidores, 4-metilpirazol y daidzina.

El efecto fue evaluado en microplaca de 96 pozos, para lo cual, se colocaron 1x10°
levaduras por pozo en medio YPD mas suero al 10%, en ausencia, y con diferentes
concentraciones de cada inhibidor para completar un volumen final de 200 uL. Para ambas
pruebas cada concentracién se llevd a cabo por duplicado en la misma placa.
Posteriormente se incubd la microplaca a 37°C y 200 rpm para inducir la formacién de

tubos germinativos durante 2 horas.

Para la inhibicién de la alcohol deshidrogenasa se empled 4-metilpirazol partiendo de la
concentracion 2mM y hasta 16 mM: para la daidzina partimos de concentraciones de

0.3mM y hasta 1.5 mM.




Se llevaron a cabo las observaciones al microscopio a los tiempos 0, 60, 120 y 180
minutos, se tomaron fotografias de varios campos y se contaron cien células de cada

campo considerando las que presentaban formacién de tubo germinativo y las que no lo

presentaban.




RESULTADOS

El objetivo principal de nuestro trabajo fue evaluar el efecto de inhibidores de dos
enzimas involucradas en el metabolismo del etanol en C. albicans (la alcohol
deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa) en la formacion de tubo germinativo, para
lo cual el primer paso que llevamos a cabo fue estandarizar las condiciones de trabajo
induciendo el cambio morfogenético con suero al 10% en la cepa 10231. En la figura 5 se
observa que a los 60 min de incubacion ya se empezaban a formar los tubos germinativos
en el 30 % de las células vy las hifas largas comenzaron a aparecer a los 120 min

observédndose presentes en el 90% de las células y alcanzando el 100% a los 180 min.

0 min 60 min 120 min 180 min

Figura 5. Capacidad de formacion del tubo germinativo de la cepa 10231 de Candida albicans inducido con
suero al 10%. Las flechas indican tubo germinativo(TG) e hifas. Observacidn al microscopio éptico, aumento

40X.

Una vez que obtuvimos estas condiciones de formacidn de tubo germinativo se evalué el
efecto del etanol en el mismo, para lo cual, se emplearon diferentes concentraciones que

van desde 1 hasta 8%.
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En la figura 6 podemos observar que después de un periodo de incubaciéon de 3 horas el
efecto fue dependiente de la concentracidon de etanol empleada, la formacion de tubo
germinativo disminuyd hasta la concentracion correspondiente a 5% donde observamos

un 0% de formacién de tubo germinativo o dicho de otra forma, la inhibicién fue del

0 1 2 3 4 > 6 ] 8

100%.

Porcentaje de formacicon de tubo germinativo

Porcentaje de etanol

Figura 6. Efecto del etanol en la formacidn de tubo germinativo inducido por suero en la cepa de C. albicans

ATCC 10231. Evaluado a las 3 horas de incubacién y en presencia de suero al 10%.
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En la figura 7 se observan las fotografias correspondientes a las levaduras incubadas en
ausencia de etanol y en presencia de etanol al 5%. Como podemos apreciar, en ausencia
de etanol se presentaron hifas largas en el 100% de las células, en tanto que cuando se

incubaron en presencia del 5% de etanol Unicamente se apreciaron células

levaduriformes.

Figura 7. Efecto del etanol sobre la formacion de tubo germinativo de la cepa ATCC 10231. Evaluado a las 3
horas de incubacién en medio YPD y suero al 10%. A. Levaduras incubadas en ausencia de etanol. B.

Levaduras incubadas en etanol al 5%. Observadas al microscopio dptico, aumento 40X.

De acuerdo a los resultados anteriores podemos decir que el etanol tiene un efecto
inhibidor de la formacién de tubo germinativo. Con la finalidad de conocer si también
presenta efecto sobre la viabilidad celular se llevé a cabo la prueba de reduccién de MTS

empleando las mismas concentraciones de etanol del 1 al 8%.
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La figura 8 muestra los resultados obtenidos y como se puede apreciar el etanol disminuyd la
actividad metabdlica de forma dependiente a la concentracidn, encontrando una disminucion del
50% desde la concentracién correspondiente al 5%. Audn al 8% de etanol las levaduras

permanecian viables aunque con un metabolismo probablemente basal.

0.35

0.3

0.25

0.2

As 490 nm

0.15

0.1

0.05

1 2 3 4 5 6 7 8

Porcentaje de etanol

Figura 8. Efecto del etanol en la actividad metabdlica de C. albicans. Evaluada por reduccion de MTS.
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En estas mismas condiciones se evalud el crecimiento celular y los resultados los podemos
observar en la figura 9. Como se puede apreciar el etanol también disminuyd el
crecimiento celular evaluado por la absorbancia a 600nm de forma proporcional a la

concentracion de etanol.

0.07

0.06 1

As 600 NMm

0.05

0.04

0.03

0.02

0.01

Porcentaje de etanol

Figura 9. Efecto del etanol en el crecimiento celular de C. albicans. Evaluada por espectrofotometria a 600

nm.




Para evaluar el efecto de los inhibidores de la alcohol deshidrogenasa y la aldehido
deshidrogenasa se emplearon tres cepas de C. albicans, 10231 (ATCC), 520y 112U, las dos
ultimas fueron obtenidas a partir de aislados clinicos de boca y de uias respectivamente.
Estas cepas se seleccionaron debido a que previamente habian sido caracterizadas con
base en su capacidad de formacion de biopelicula encontrando que la 10231 y la 520
presentaban alta capacidad de formacidn, en tanto que la 112U fue clasificada como de
baja capacidad (cuando se induce la formacién de la biopelicula Unicamente se observan
células levaduriformes, Veldzquez 2014). Se empled suero al 10% para inducir la
formacién de tubo germinativo y como se aprecia en la figura 10 encontramos que la
cepa 112U no fue capaz de llevar a cabo el cambio morfogenético aun a las 3 horas de
incubacién, en cambio las cepas 520 y 10231 comenzaron la formacién de tubo
germinativo desde la primera hora de incubacién y a las 3 horas ya se observaron el 100%
de las células de la cepa 10231 con hifas, en tanto que en el mismo tiempo se observé un

95% con la cepa 520.
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0 min 60 min 120 min 180 min

10231

520

112U

Figura 10. Formacién de tubo germinativo inducido por suero en las cepas de C. albicans ATCC 10231, 520 y

112U. Observadas al microscopio éptico, aumento 40X.
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Estas cepas fueron empleadas para evaluar el efecto del 4-metilpirazol (inhibidor de la
alcohol deshidrogenasa), y se emplearon concentraciones del inhibidor desde 2 mM y
hasta 16 mM, encontrando que sélo hubo efecto en las ultimas dos concentraciones, 8 y
16 mM vy los resultados de las observaciones al microscopio se aprecian en las figuras 11,
12 y 13. De cada condicidon empleada se fotografiaron varios campos con la finalidad de
poder contabilizar cien células, a partir de ahi se determiné el porcentaje de formacién de
tubos germinativos y los resultados fueron graficados. El 4-metilpirazol inhibié la
formacién de tubo germinativo de forma muy parecida en las dos cepas capaces de llevar
a cabo este cambio morfogenético en ausencia del inhibidor, 520 y 10231. A la
concentracion de 4-metilpirazol de 8 mM observamos Unicamente un retraso en el inicio
de la formacién de tubo germinativo con respecto al control que no contiene inhibidor, sin
embargo a las 3 hrs de incubacién se observé que en ausencia y presencia del mismo se
presentd el tubo germinativo en el 100% de las células. Respecto a la concentracion de 16
mM en ambas cepas se observo una inhibicion del 100% hasta los 120 min, sin embargo, a
los 180 min comenzaron a aparecer algunas hifas y en ambas cepas correspondieron al 5%
del total de las células. En la cepa 112U al ser incapaz de presentar cambio morfogenético

no hubo ningln efecto como se puede apreciar en la figura 11.
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0 min 60 min 120 min 180 min

suero 10%

8 mMM + suero

4-metilpirazol
10%

4-metilpirazol
16 mM +

suero 10%

Figura 11-A. Efecto del 4-metilpirazol en la formacion de tubo germinativo de la cepa de C. albicans ATCC

10231. Observacién al microscopio éptico, aumento 40X.
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Figura 11-B. Efecto del 4-metilpirazol en la formacion de tubo germinativo de la cepa de C. albicans ATCC

10231. A. Cuantificacidn del porcentaje de formacion de tubo germinativo




0 min 60 min 120 min 180 min

suero 10%
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16 MM +
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Figura 12-A. Efecto del 4-metilpirazol en la formacion de tubo germinativo de la cepa de C. albicans 520.

Observacion al microscopio 6ptico, aumento 40X
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Figura 12-B. Efecto del 4-metilpirazol en la formacién de tubo germinativo de la cepa de C. albicans 520.

Cuantificacion del porcentaje de formacidn de tubo germinativo.
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Figura 13. Efecto del 4-metilpirazol en la formacion de tubo germinativo de la cepa de C. albicans 112U.

Observacion al microscopio éptico, aumento 40X.
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Para evaluar el efecto de la daidzina (inhibidor de la aldehido deshidrogenasa) se
emplearon concentraciones desde 0.3 mM y hasta 1.5 mM, encontrando efecto
Unicamente en esta Ultima y los resultados de las observaciones al microscopio se
aprecian en las figuras 14, 15 y 16. La daidzina inhibié al 100% la formacién de tubo
germinativo en las cepas 520 y 10231 a los 120 min, sin embargo, a los 180 min ya se
alcanzan a ver algunas células que presentan hifas, en la cepa 10231 el 15% y en la 520 el
7.5%. En la cepa 112U al ser incapaz de presentar cambio morfogenético no hubo ningln

efecto como se puede apreciar en la figura 16.
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0 min 60 min 120 min 180 min

suero 10%

Daidzina + suero 10%

Figura 14-A. Efecto de la daidzina en la formacién de tubo germinativo de la cepa de C. albicans 10231.

Observacion al microscopio éptico, aumento 40X.
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Figura 14-B. Efecto de la daidzina en la formacion de tubo germinativo de la cepa de C. albicans 10231.

Cuantificacion del porcentaje de formacion de tubo germinativo.
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suero 10%

Daidzina + suero 10%

Figura 15-A. Efecto de la daidzina en la formacion de tubo germinativo de la cepa de C. albicans 520.

Observacion al microscopio éptico, aumento 40X.

42




Porcentaje de formacion de tubo
i ivo

t

germina

0 60 120 180
Tiempo (min)

B Sin inhibidor [ Daidzina 1.5 M

Figura 15-B. Efecto de la daidzina en la formacion de tubo germinativo de la cepa de C. albicans 520.

Cuantificacion del porcentaje de formacion de tubo germinativo.
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0 min 60 min 120 min 180 min

suero 10%

Daidzina + suero 10%

Figura 16. Efecto de la daidzina en la formacién de tubo germinativo de la cepa de C. albicans 112U. A.

Observacion al microscopio éptico, aumento 40X.
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De los anteriores resultados podemos decir que tanto el inhibidor de la alcohol
deshidrogenasa (4-metilpirazol) como el inhibidor de la aldehido deshidrogenasa
(daidzina) inhiben la formacién del tubo germinativo de forma dependiente de la
concentraciéon, aunque este efecto parece ser Unicamente un retraso y no una inhibicién

total.
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Discusion

Candida albicans es la levadura que se aisla con mayor frecuencia en las infecciones
nosocomiales. Dentro de sus principales factores de virulencia se encuentran la secrecién
de proteasas, adhesinas, el cambio fenotipico y la capacidad de realizar el cambio

morfolégico de levadura a hifa (Kruppa 2008).

Este ultimo también es conocido como dimorfismo o cambio morfogenético y es uno de
los factores de virulencia de C. albicans mas discutidos y mejor investigados aunque aun
falta mucho por esclarecer. Ambas formas de crecimiento, levaduras e hifas, parecen ser
importantes para la virulencia y tienen diversas funciones durante diferentes etapas del
desarrollo de la enfermedad incluyendo adhesidn, invasién, dafio, diseminacién, evasiéon

del sistema inmune y la respuesta del hospedero.

Resulta interesante pensar que en un futuro se pueda emplear el cambio morfogenético
como blanco para controlar las infecciones de C. albicans tanto de forma profilactica como
en un tratamiento. Al inhibir este cambio podemos prevenir la adhesion, la invasién y el
dafio de células epiteliales y endoteliales, podriamos prevenir también el escape de los
macrofagos y del torrente circulatorio y reducir la capacidad de adquisicién de hierro del
hongo. Sin embargo, para ello es necesario entender todos los genes, factores y procesos
involucrados en este cambio morfolégico (Jacobsen 2012). La inhibicion de la
filamentacion puede reducir la patogénesis y la formacidn de biopeliculas en C. albicans

(Lo 1997, Baillie 1999, Lépez-Ribot 2005).

Hasta la fecha ya se conocen algunos de los reguladores de este cambio, pero muchos de
los genes blanco de estos reguladores aun no se conocen. Recientemente se ha descrito al

quorum sensing como un fenédmeno que contribuye a este cambio en C. albicans.

Algunos de los compuestos secretados por C. albicans que afectan la morfogénesis son el
farnesol, el tirosol y alcoholes como el alcohol feniletilico, triptofol, alcohol isoamilico y el

dodecanol (Kruppa 2008).
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Smith y colaboradores (2004) reportaron que el alcohol etilico sirve como molécula
sefializadora en algunas bacterias. De forma interesante, a muy bajas concentraciones
(0.001-0.1%) de alcohol etilico, este induce el crecimiento de C. albicans en forma
filamentosa (Pollack 1998). Algo similar ocurre en S. cerevisiae donde se ha reportado que
en concentraciones del 1% afecta el control del ciclo celular de la levadura y favorece el

crecimiento en forma de pseudohifas (Martinez 2003).

En este trabajo evaluamos el efecto del etanol en la formaciéon del tubo germinativo de
C. albicans ATCC 10231 y encontramos que el alcohol etilico inhibe de forma proporcional
a la concentraciéon empleada y alcanzé un 100% de inhibicidn a partir de la concentracién
del 5%. Chauhan y colaboradores (2011a) encontraron que el alcohol etilico al 4% inhibe la
formacién y alargamiento del tubo germinativo de C.albicans pero a diferencia de lo que
obtuvimos ellos encontraron que no tiene efecto sobre su crecimiento ni viabilidad.
Nuestros resultados mostraron que en la misma concentracion en la que el etanol inhibe
la formacién de tubo germinativo también disminuye el crecimiento celular (medido por
espectrofotometria) y la actividad metabdlica general (evaluada por reduccion de la sal de

tetrazolio MTS).

El mecanismo exacto de como actua el etanol no ha quedado claro hasta el momento, sin
embargo Chauhan y colaboradores (2011a) proponen que podria ser por una
desestabilizacion a nivel de la membrana, donde se encuentran proteinas involucradas en
la transduccién de seiales, y que de esta forma podria interferir en la sefalizacion

requerida para pasar de levadura a hifa afectando genes especificos de estas ultimas.

A partir de lo anterior, queda claro que la concentracién del etanol puede regular la
morfogénesis en C.albicans, pero quien se encarga de controlar los niveles de etanol en
C.albicans es la alcohol deshidrogenasa, la cual es la responsable de producir etanol a

partir de acetaldehido, aunque se ha propuesto que esta reaccién es bidireccional.

En la literatura hay reportes de que la alcohol deshidrogenasa regula la formacion de
biopeliculas de C. albicans por un mecanismo dependiente de alcohol inhibiendo su

formacidn significativamente a partir de una concentracion del 10% y con el 20% alcanza

47




el 100% de inhibicion (Mukherjee 2006). Sin embargo, estos mismos autores mencionan
que la inhibicién de la alcohol deshidrogenasa, ya sea por inhibidores bioquimicos o por
eliminacion del gen, favorece una mayor produccién de biopeliculas, observdndose con
mayor grosor y densidad que las que forma la cepa clinica crecida en presencia o

ausencia de inhibidores.

En el laboratorio hemos observado lo opuesto (Velazquez 2014), ya que al analizar seis
cepas provenientes de diferentes aislados clinicos y que presentaban diferente capacidad
de formacién de biopelicula encontramos que a mayor expresion del gen ADH1 las cepas
eran mas adherentes, formaban mayor nimero de hifas y formaban biopeliculas mas
estructuradas. Observamos ademas que el etanol inhibio la formacién de las biopeliculas a

partir de una concentracidn de 4%.

Estos resultados estuvieron de acuerdo con otros autores como Swoboda (1994) que
encontré que los niveles de mRNA de ADH1 son mayores en hifa que en levadura y
Thomas (2006), Ebanks (2006) y Martinez Gomariz (2009) que demostraron que los

niveles de alcohol deshidrogenasa son mayores en biopeliculas e hifas que en levaduras.

Con base en estos resultados nosotros sugerimos que al inhibir la actividad de la alcohol
deshidrogenasa podriamos inhibir el cambio morfogenético, aunque como se menciond
anteriormente seria lo opuesto a lo reportado por Mukherjee (2006) que encontré mayor

formacién de biopelicula con el 4-metilpirazol a una concentracién de 10 mM.

Empleando este mismo inhibidor de la alcohol deshidrogenasa (4-metilpirazol),
observamos la inhibicion de la formacion de tubo germinativo en tres cepas de C. albicans
aungue a la concentracion de 8 mM fue ligeramente menor que lo observado en las
células que fueron incubadas en ausencia del inhibidor, sin embargo, a 16 mM la
inhibicidn en las cepas 10231 y 520 fue del 95% con respecto a las células sin inhibidor. La
cepa 112U fue un control, ya que no forma biopelicula ni presenta cambio morfogenético

en presencia de suero y ninguno de los inhibidores tuvo efecto alguno sobre ella.
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De acuerdo a estos resultados el 4-metilpirazol, inhibidor de la alcohol deshidrogenasa,

inhibe la formacién de tubo germinativo en una concentracién de 16mM.

Dentro de la via fermentativa de C. albicans, a partir del piruvato se obtiene acetaldehido,
pero la alcohol deshidrogenasa se encarga de oxidarlo a etanol. Conforme aumenta la
concentraciéon de etanol se inhibe la formacion de tubo germinativo, al inhibir a la alcohol
deshidrogenasa con 4-metilpirazol también se presenta inhibicién, y debido a que esta
enzima es bidireccional, esto debe afectar los niveles de acetaldehido en la célula aunque

fue algo que no evaluamos en este trabajo.

Las mutaciones en el gen ADH resultan en un incremento en los niveles de acetaldehido
producidos in vitro e in vivo, y Chauhan y su equipo (2011b) demostraron que el
acetaldehido en concentraciones de 7 y 14 mM inhiben el cambio morfogenético de
C. albicans empleando cuatro inductores distintos y aunque no queda claro el mecanismo,
en Saccharomyces cerevisiae se ha visto que el acetaldehido inhibe la progresion del ciclo
celular, la replicacién del DNA y la biosintesis de proteinas con efectos adversos sobre la
viabilidad celular (Aranda y Del Olmo 2004), por lo que pudiera ocurrir algo parecido en

C. albicans.

Tomando en cuenta que el nivel de acetaldehido no sélo es regulado por la alcohol
deshidrogenasa, sino por la aldehido deshidrogenasa (Marttila 2013), en este trabajo
decidi evaluar si esta enzima también desempefia algun papel en la formacién del tubo

germinativo, para lo cual se empleo un inhibidor especifico, la daidzina.

A partir de los resultados encontré que la daidzina inhibe la formaciéon de tubo
germinativo en las cepas de C. albicans 10231 y 520 a partir de una concentracién de 1.5

mM.

Este es el primer trabajo en el que se demuestra que la aldehido deshidrogenasa también

participa en el cambio morfogenético de C. albicans.

En conjunto todos estos resultados demuestran que en el cambio morfogenético estan

involucrados los niveles de etanol y acetaldehido que rodean a la célula y las enzimas que
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mantienen estos niveles, la alcohol deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa. Entender
estas relaciones puede ayudar a entender la patogénesis de C. albicans, a plantear nuevas
medidas profilacticas y de tratamiento. Los resultados obtenidos son una primera
aproximacion, pero podria profundizarse en mediciones de la expresidon génica de la
aldehido deshidrogenasa, evaluar las actividades enzimaticas de ambas enzimas y
cuantificar los niveles de etanol y acetaldehido producidos relacionando esto con la

patogénesis de la levadura.
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CONCLUSIONES

e El etanol inhibe la formacién de tubo germinativo de C. albicans 10231 en
concentraciones del 5 al 8%.

e El etanol disminuye la actividad metabdlica de C. albicans 10231 de forma
proporcional a la concentracion a partir del 1 al 8%.

e El etanol inhibe el crecimiento de C. albicans 10231 de forma proporcional a la
concentracion a partir del 1 al 8%..

e El 4-metilpirazol, inhibidor de la alcohol deshidrogenasa, inhibe temporalmente la
formacién de tubo germinativo en dos cepas de C. albicans al usar una
concentracion de 16 mM.

e La daidzina, inhibidor de la aldehido deshidrogenasa, inhibe temporalmente la
formacién de tubo germinativo en dos cepas de C. albicans al usar una
concentraciéon de 1.5 mM.

e Este es el primer trabajo que demuestra que la aldehido deshidrogenasa participa
también en el cambio morfogenético de C. albicans.

e De acuerdo al efecto mostrado, el 4-metilpirazol y la diadzina podrian ser utilizados como

medicamentos antimicoticos.
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