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Resumen

Tenebrio molitor ha sido una alternativa a otros modelos de estudio vertebrados, debido a su facilidad
de manejo, menor coste, se mantiene en una gama de temperaturas y su facilidad de cultivo. Se han
empleado en estudios de infecciones provenientes de microorganismos patégenos como es el caso de
Candida albicans. Este hongo se caracteriza por causar infecciones superficiales de las mucosas y en
el huésped inmunocomprometido infecciones sistémicas que amenazan la vida; siendo la pared celular
lo primero que entra en contacto y por lo tanto tiene un papel importante en la adhesion, antigenicidad,
modulacion de la respuesta inmune del huésped y reconocimiento de este hongo por células inmunes
innatas. Por ello, el presente trabajo, se analizé tres mutantes con defectos en la sintesis de la pared
celular (Caochl, Camnsl, Carot2) y sus respectivas reintegrantes. El analisis se basé en la
supervivencia de larvas de T. molitor inoculadas con 2x10° células por cada 5 pL de indculo; lo que se
observo es que la cepa mutante carente de CaOCH1 muestra una mayor virulencia, mientras que las
que carecen de CaMNS1 y CaROT?2 tuvieron una tendencia hacia la atenuacion de la virulencia.

Abstract

Tenebrio molitor has been an alternative to other vertebrate study models, due to its ease of handling,
lower cost, is maintained in a range of temperatures and its ease of cultivation. They have been used in
studies of infections from pathogenic microorganisms such as Candida albicans. This fungus is
characterized by superficial skin infections of the mucous membranes and in the host
immunocompromised systemic infections that threaten life; The cell wall is the first to come into contact
and therefore has an important role in adhesion, antigenicity, modulation of host immune response and
recognition of this fungus by innate immune cells. Therefore, the present work, we analyzed three
mutants with defects in the cell wall synthesis (CaOCH1, CaMNS1, CaROT2) and their respective
reintegrantes. The analysis was based on the survival of T. molitor larvae inoculated with 2x105 cells per
5 uL of inoculum; What was observed is that the mutant strain lackihng CaOCH1 shows a greater
virulence, whereas the CaMNS1 and CaROT2 carcasses had a tendency toward attenuation of
virulence.
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INTRODUCCION

Hoy en dia se ha hecho énfasis en el estudio de
ciertos hongos patégenos, haciendo uso de un
modelo apropiado para su estudio. Ya que en los
recientes afios se ha visto una mayor tasa de
mortalidad asociada a ellos en los seres humanos.

El uso de insectos ha proporcionado una
alternativa, para evitar la utilizacién de mamiferos
como hospederos, ya que implica un mayor costo,
manutencion, cuidado, y sobre todo, tienen
mayores implicaciones bioéticas. Recientemente,
se ha popularizado el uso de insectos, debido a la
variabilidad de temperaturas en la que se pueden
manipular, ademas de su simplicidad en la técnica
de establecer infecciones por diferentes vias, ya
sean mediante la alimentacion, la aplicacién tépica
o la inyeccion [1].

Por ende los estudios en modelos invertebrados
como T. molitor y Galleria mellonela entre otros,
han facilitado los resultados ante el estudio de
enfermedades flngicas o bacterianas. Ya que
dichos insectos tienen una respuesta facil de
observar, proporcionando una mayor rapidez en
los resultados ya que producen respuestas
humorales y celulares coordinadas que producen
una capa de hemocitos muertos melanizados
sobre el patégeno las cuales son féaciles de
visualizar, lo que provoca su muerte y aislamiento

[2].

La respuesta inmune de los insectos es similar a la
de los mamiferos, en la que se encuentran
barreras estructurales y pasivas, asi como
respuestas humorales y celulares que se realizan
por hemocitos dentro de la hemolinfa, dichos
hemocitos son usados como defensas celulares
del insecto ante la presencia de una bacteria u
hongo, ademas que participan en otros procesos
tales como fagocitosis, encapsulacion y formacion
de nddulos [3].

T. molitor es un insecto usado, al igual que G.
mellonela, como modelo de estudio para la
comparacion contra un modelo murino (ratones).
La ventaja de T. molitor ante otros modelos como
Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) y
Caenorhabditis elegans (nematodo), éste puede
mantenerse a una temperatura que oscila entre los
25 °C y 37°C, mientras que los otros dos modelos
no toleran este rango de temperatura y las larvas

de Tenebrio son féaciles de cultivar en un
laboratorio [4].

Las larvas de T. molitor producen varios péptidos
antimicrobianos para la defensa ante
microorganismos patégenos, incluidos los hongos.
Ante la presencia de C. albicans producen
diferentes tipos de proteinas tenecinas como
respuesta inmunoldgica antimicrobiana. [4]. Lo que
ha llevado a mayores estudios sobre hongos
patdgenos, debido al incremento de casos de
enfermedades flngicas sistémicas, especialmente
en paciente inmunocomprometidos. Ya que estas
enfermedades estdn asociadas con una alta
mortalidad (entre 40% y 67% para la candidiasis y
mas del 88% para la aspergilosis invasiva). Estos
factores llevan a entender mas la fisiopatologia de
diferentes infecciones fungicas, para la obtencion
de nuevos agentes antifingicos y métodos de
terapia farmacoldgica [5].

C. albicans es un hongo patégeno oportunista en
los seres humanos Yy causa infecciones
superficiales de la mucosa y, en el huésped
inmunocomprometido infecciones sistémicas que
amenazan la vida. Siendo la pared celular de C.
albicans el punto de contacto inmediato entre el
hongo y el huésped vy, por tanto, desempefia un
papel clave en la interaccién huésped-hongo.
Tiene una capa externa rica en manoproteinas y
estas mismas tienen un papel importante en la
adhesién, antigenicidad, modulacion de la
respuesta inmune del huésped y reconocimiento
de este hongo por células inmunes innatas. Por
ende, los estudios en la glicosilacién de la pared
celular son significativos para proporcionar
informacion sobre las interacciones patogénicas
entre el hongo y el huésped [6, 7].

El presente trabajo se enfoca en el estudio de la
virulencia de las cepas de C. albicans con los
genes deletados OCH1, ROT2, y MNSI1,
implicados en la sintesis de la pared celular, asi
como sus controles reintegrantes, para observar
los defectos y hacer una correlacion de los datos
de virulencia en T. molitor con los ya reportados
en el modelo ratén.
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MATERIALES Y METODOS

Crecimiento de los microorganismos.

Para llevar a cabo el estudio se sembraron 150 pL
de 7 cepas diferentes de Candida albicans; wt
(silvestre) como control positivo, Carot2A,
CamnslA, CaochlA, estas tres dltimas con su
respectiva cepa mutante y reintegrante, en 15 mL
del medio YPD (1% Extracto de levadura, 2%
Peptona de gelatina, 2% de Dextrosa), se
incubaron durante 24 horas a 28 °C en agitacion
constante.

Una vez observado el crecimiento celular, se
centrifugd a 4500 rpm durante 5 minutos, después
se decantd el medio y se realizaron tres lavados
de 1 mL de PBS (137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10
Mm NaxHPOs, 1.76 mM KH2PO4, pH 7.4). Se
resuspendid con el Ultimo lavado de PBS, del cual
se tomaban 750 pL y se afiadié 250 L del Glicerol
al 50% y guardados en refrigeracion, para la
obtencién de stocks. A partir de ellos se ajusto la
concentracion celular a 2x10° células por cada 5
pL de in6culo. Para ello la cuantificacion celular se
llevé a cabo en un microscopio de campo claro,
con la ayuda de una camara de Neubauer
utilizando el aumento de 40X.

Manejo y seleccion de larvas de T. molitor
para inoculacion.

Las larvas de T. molitor fueron obtenidas del
insectario estandarizado por el Laboratorio de
Glicobiologia, de las cuales se tomaron grupos de
10 larvas de tamafo y aspecto homogéneo, con
una longitud entre 2-2.5 cm y con un peso entre
100-200 mg, sin marcas negras 0 grisaceas y de
un color uniforme [4].

Inoculacidn e infeccién con C. albicans de
larvas de T. molitor.

Se llevo a cabo el protocolo estandarizado por el
Laboratorio de Glicobiologia de Hongos, haciendo
uso de una jeringa hipodérmica estéril de 50 pL.
Parte importante de la inyeccion es la aplicacion
de la misma en la zona correcta de la larva, que

corresponde al 4% segmento (Figura 1),
comenzado el conteo de la cola a la cabeza y la
esterilidad de la jeringa realizando dos lavados de
etanol 70%, y dos lavados de PBS
respectivamente después de cada cepa, y asi
inocular 5uL de la suspension de 2x10° células.
Después de la inoculacion, se introdujeron en
cajas Petri y se llevaron a incubacioén por 10 dias a
37° C para su seguimiento.

Figura 1: A) Larva preparada para ser inoculada, en el 4t
segmento de la cola a la cabeza. B) Larva inyectada con 5 L de la
suspension que se encuentra a una concentracion de 2x105

células.

Anadlisis estadistico de la virulencia de C.
albicans.

Se uso el programa GraphPad Prism, utilizando el
método de supervivencia del tipo Kaplan-Meier
contiene los nUmeros usados para representar
graficamente la supervivencia en funcién del
tiempo, y el andlisis estadistico Log-rank.
Realizando la interpretacion de los gréficos
obtenidos, comparando la tendencia de la cepa wt
(silvestre) contra las cepas mutantes vy
reintegrantes. Los valores de p por debajo de 0,05
se consideran significativos y aceptables.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observd la supervivencia de las larvas T.
molitor durante 10 dias. Tomé&ndose como larva
muerta aquella de aspecto negro, que no mostrara
signos vitales (Figura 2).
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Figura 2: Tenebrios molitor, después de 10 dias de
incubacion. A) Larva viva inoculada con PBS. B) Larva
muerta melanizada inoculada con C. albicans (cepa
silvestre).

Se monitoreo los tres ensayos de la inoculacion de
las 7 cepas de C. albicans determinando que la
cepa mutante CaOCH1, no tiene una diferencia
significativa contra la silvestre por ende el gen
deletado no afecta la virulencia del hongo
patégeno, en cambio, las mutantes CaROT2 y
CaMNS1 mostraron una diferencia considerable
por lo que se atenud la virulencia al deletar estos
dos genes. Por Ultimo, las cepas reintegrantes de
los mismos genes (CaOCH1, CaROT2 y CaMNS1)
tuvieron comportamiento cercano al de la silvestre,
siendo un resultado esperado debido a que el
termino reintegrante hace referencia a un gen que
se elimind y después se integré de nuevo, por ello
estas cepas no muestran alteracion genémica, y
se esperaria un comportamiento similar a la
silvestre, como fue el caso (Figura 3).

Cepa CaMNS1

A
@
5 100 d
l - w
; 80 —— mnslM
] ﬁ - mnslR
Q

60

2 ] == PBS control
[}
el 40 |
()
T
€ 204
bt
g 0 T T T T )

0 2 4 6 8 10

dias
p=0.0209

Cepa CaOCH1

B
]
= 100 d
e lj - w
E 80 —— ochlM
o —— ochlR
g 60 * == PBS control
[}
kel 404 I —
QL
T
= 204
o
g 0 r r r T !
0 2 4 6 8 10
dias
p=0.0692
C Cepa CaROT2

100

— wt
804 . rot2M
—— rot2R
60+ —— PBS control

Porcentaje de supervivencia

o

T T

0 2 4 6 8 10
dias

p=0.0190

Figura 3: Curvas de supervivencia de T. molitor inoculadas con
5ul del inoculo a 7 cepas distintas de la especie C. albicans con
una concentracion de 2x10° células. La mutante OCH1 muestra
un comportamiento similar a la silvestre, mientras que las
mutantes ROT2 y MNS1 hubo una atenuacién de la virulencia. El
comportamiento de las tres cepas reintegrantes (UNS1, ROT2 y
OCH1), mostraron una tendencia a la cepa silvestre. Graficos A,
ByC.

Comparando los resultados obtenidos del presente
experimento con los datos del modelo murino, se
obtuvo que los valores son parecidos al modelo
mamifero solo para las cepas mutantes CaMNS1
y CaROT2, las cuales hubo una atenuacion en la
virulencia, mientras que el resultado obtenido con
el gen CaOCH1 fue distinto, ya que en el modelo
vertebrado se atenu6 la virulencia de dicha cepa,
mientras que en el T. molitor la cepa mantuvo su
virulencia.
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CONCLUSIONES

Con los datos obtenidos durante la observacion de
las larvas en incubacién, se logré el objetivo de
analizar la virulencia de tres mutantes de C.
albicans, dichas mutantes con defectos en la
sintesis de la pared celular. A lo que nos llevé que
la mutante CaOCHL1 mantuvo su caracter virulento
a pesar del gen deletado. Mientras que las
mutante CaROT2 y CaMNS1 perdieron dicho
caracter debido al defecto de la pared celular.

Las cepas CaROT2 y CaMNS1 presentan defectos
en la sintesis de la pared celular, es por ello el
motivo de la atenuacion de estas dos cepas, ya
gue la pared celular es el primer punto de contacto
entre hongo y hospedero, al haber un defecto se
vera modificada la interaccién hongo-hospedero.

Mientras que el comportamiento en el andlisis de
supervivencia de las cepas reintegrantes fue el
mismo que la tendencia que seguia el control
positivo (cepa silvestre), se restaurd la virulencia,
para los controles reintegrantes. Con ello se
corrobora que a pesar que un gen se elimine y
luego se reintegre, el caracter virulento de la cepa
se mantendra provocando una respuesta inmune.

Las cepas mutadas en genes que participan en
sintesis de la pared celular disminuyen su tasa de
mortalidad esto en el modelo murino. Esta
tendencia se correlaciona con el modelo T.
molitor por lo que resulta ser una alternativa para
el estudio de la virulencia en genes CaMNS1 y
CaRQOT2, no asi para CaOCH1, el cual muestra no
ser un modelo adecuado para el estudio del gen
CaOCH1 ya que proporciona datos insignificativos
para el estudio de la virulencia de C. albicans.
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