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Resumen

Introduccidn. Las especies de Candida son una de las principales causas de los altos indices de
mortalidad en pacientes inmunocomprometidos y hospitalizados. Para colonizar a su hospedero
humano, estos microorganismos requieren neutralizar las especies reactivas de oxigeno (ERO)
generadas durante el estallido respiratorio por las células fagociticas. Con la finalidad de entender como
Candida responde a una ERO, en el presente trabajo C. albicans y C. glabrata fueron expuestas a
diferentes concentraciones de hidroperéxido de cumeno (CHP). Materiales y Métodos. Las dos
especies de Candida fueron crecidas hasta fase estacionaria y fueron expuestas a diferentes
concentraciones de CHP. Resultados y Discusién. Nuestros resultados indican que C. albicans es
capaz de soportar concentraciones mayores de CHP con respecto a C. glabrata. Dato que
probablemente se debe al nimero de genes presentes en cada microorganismo que codifica para
glutation peroxidasas y glutaredoxinas, las cuales son las enzimas principales encargadas de neutralizar
al CHP. Conclusion. Estos resultados sugieren que C. albicans ha adquirido una respuesta mas
eficiente al estrés oxidativo para poder detoxificar las ERO, lo cual le permite evadir el ataque y su
eliminacion por las células fagociticas.

Abstract

Introduction. Candida species are a primary cause of high mortality in immunocompromised and hospitalized
patients. In order to colonize their hosts, these microorganisms neutralize the reactive oxygen species (ROS)
produced by phagocytic cells during the respiratory burst. In an attempt to understand this change in response to
oxidative stress, in this study, C. albicans and C. glabrata were exposed to increasing concentrations of cumene
hydroperoxide (CHP). Materials and Methods. C. albicans and C. glabrata were grown to the stationary phase and
exposed to different concentrations of CHP. Results and Discussion. Data revealed that C. albicans is more
resistant to CHP than C. glabrata. The CHP is removed in part by glutathione peroxidases and glutaredoxins. One
likely explanation of the difference in resistance between these pathogens could be dosage of glutathione peroxidase
and glutaredoxin genes. Conclusion. This result suggests that C. albicans could have acquired a more robust
response to oxidative stress in order to evade the attack and elimination by phagocytic cells.
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INTRODUCCION

Respuesta a estrés oxidativo por C. albicans y
C. glabrata

Las infecciones fungicas invasivas debidas a las
especies del género Candida constituyen una de
las principales causas de altos indices de
morbilidad y mortalidad en pacientes
inmunocomprometidos y hospitalizados [1]. Para
poder colonizar diferentes 6rganos del hospedero
humano, estos patégenos requieren de varios
factores de virulencia como son la expresion de
adhesinas, la produccion de proteinas hidroliticas,
el cambio fenotipico, la formacién de biopeliculas y
la respuesta a estrés oxidativo (REO) [2,3]. La
REO es considerada un factor de virulencia
importante debido a que durante el proceso de
infeccion, las especies de Candida tienen que
hacer frente a las especies reactivas de oxigeno
(ERO) generadas durante el estallido respiratorio
por las células fagociticas del hospedero humano
[1,4]. Las ERO dafian a todas las biomoléculas,
como acidos nucleicos, lipidos y proteinas [5].
Candida como cualquier patégeno ha desarrollado
mecanismos enzimaticos y no enzimaticos que le
permiten detoxificar a las ERO, sobrevivir en el
interior del fagolisosoma y finalmente evadir el
sistema inmune del hospedero humano [6-9]. No
obstante, aun cuando se han descrito algunos de
los mecanismos por los cuales ERO como el
peréxido de hidrégeno (H202) o el i6n superdxido
(O2) son detoxificados, es indispensable conocer
como las especies de Candida responden a otros
agentes oxidantes como es el hidroperdxido de
cumeno (CHP), esto debido a que en el interior del
fagolisosoma, estos patégenos se encuentran
expuestos a varias ERO. El entender como
Candida responde a las distintas ERO permitira
conocer de manera integral como estos
microorganismos evaden y escapan de las células
fagociticas del hospedero humano. En el presente
trabajo se propuso evaluar la REO en C. albicans
y C. glabrata ocasionada por el agente oxidante
CHP.

Ambas especies de Candida fueron crecidas hasta
fase estacionaria y expuestas a diferentes
concentraciones de CHP. Nuestros datos indican
que C. albicans es capaz de soportar
concentraciones mayores de CHP que C. glabrata.

Resultado que sugiere que probablemente se
debe al nimero de genes presentes en cada
especie que codifica para glutaredoxinas vy
glutation peroxidasas, las cuales son las
principales enzimas encargadas de neutralizar el
CHP. Diferencia que posiblemente le ha permitido
a C. albicans evadir el sistema inmune del humano
y colonizarlo eficientemente.

MATERIALES Y METODOS

Cepas fungicas

Las cepas de C. albicans, C. glabrata, C. krusei y
C. parapsilosis son aislados clinicos de la
coleccién del Departamento de Microbiologia,
ENCB-IPN, México.

Medios de cultivo

Los medios de cultivo fueron preparados como se
describié previamente [10], y a las placas se le
adicion6 2% de agar bateriolégico (Bioxon). El
medio YPD contiene extracto de levadura 10g/L,
peptona 20g/L, suplementado con 2% glucosa.

Condiciones de cultivo

Las cepas de Candida fueron cultivadas en medio
YPD incubadas a 28 °C durante 24 h, en el caso
de cultivos liquidos en un agitador orbital 311DS
(Labnet) durante 48 h.

Ensayo de susceptibilidad a CHP

C. albicans y C. glabrata, se cultivaron en 50 mL
de medio YPD durante 48 h a 28 °C en agitacion
constante. Los cultivos en fase estacionaria con
una ODsoonm 15.0 fueron diluidos a ODsoonm 0.5 con
agua desionizada estéril, después se realizaron 10
alicuotas de 5 mL, a cada una de las alicuotas se
les adicionaron diferentes concentraciones del
CHP al 88% (Sigma-Aldrich), las muestras control
no fueron tratadas con los agentes oxidantes. El
CHP fue preparado en dimetil sulfoxido (DMSO),
por lo que a la muestra control se le adiciono
DMSO. Las muestras se incubaron durante 90 min
con el agente oxidante, trascurrido el tiempo se
midié la ODecorm, Yy se realiz6 un célculo para
ajustar 1 mL de muestra a una ODesoonm de 0.5.
Después, el agente oxidante se eliminé por
centrifugacion a 10,000 g durante 5 min y las
células fueron resuspendidas en 1 mL de agua
desionizada estéril obteniendo una ODesoonm de 0.5.
De acuerdo con el calculo se realizaron diluciones
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seriadas exponenciales en placas de 96 pozos y
se sembraron las células por goteos en placas con
medio YPD y se incubaran a 28 °C durante 48 h.
Finalmente, las placas fueron fotografiadas en el
fotodocumentador (Sygene Gene Genius Bio
Imaging system).

RESULTADOS Y DISCUSION

C. albicans y C. glabrata responden
diferencialmente al CHP

Para determinar como responden C. albicans y C.
glabrata al estrés oxidativo generado por el CHP
durante fase estacionaria, las células fueron
expuestas a diferentes concentraciones de este
agente oxidante (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 2.4,
3.6, 4.8, 6.0, 7.2, 8.4 mM), el cual es un perdxido
organico.

Como se muestra en la Figura 1, en presencia de
CHP, C. glabrata es la especie méas susceptible,
ya que solo fue capaz de crecer hasta 6.0 mM, en
contraste con C. albicans que mostré resistencia
hasta 8.4 mM.

La susceptibilidad de C. glabrata y la resistencia
de C. albicans a este agente oxidante al parecer
es una caracteristica que puede deberse al
ndmero de genes presentes en estas especies
[3,8,11]. En C. albicans se ha reportado una
peroxidasa (Px1lp) que detoxifica eficientemente
peréxidos organicos como es el CHP [11].
Adicionalmente, se han identificado en su genoma
dos genes que codifican para peroxidasas
(orf19.87 y 0rf19.85) [3]. Mientras en el genoma de
C. glabrata mediante un analisis de secuencia solo
se ha identificado un gen que codifica para una
peroxidasa putativa. Ademas de las peroxidasas,
otras enzimas que detoxifican peroxidos organicos
son las glutaredoxinas [12,13].

De acuerdo al banco de datos del genoma de
Candida (Candida Genome Database), C. albicans
tiene cuatro genes que codifican para estas
proteinas, denominados GRX1, GRX2, GRXS3, y
GRX4 [12,13]. En el genoma de C. glabrata se han
identificado tres genes que codifican para las
glutaredoxinas.

C. albicans C. glabrata

°

Figura 1. Resistencia de C. albicans y C. glabrata a CHP.

Datos en conjunto que muestran que al parecer C.
albicans es capaz de neutralizar eficientemente el
CHP debido a que cuenta con un niumero mayor
de peroxidasas y glutaredoxinas con respecto a C.
glabrata. Ventaja que este patégeno utiliza para
poder colonizar un mayor nimero de 6rganos en el
humano.

CONCLUSIONES

La especificidad en la resistencia de C. albicans a
una ROS, como un peréxido organico, puede
proveerle una ventaja con respecto a C. glabrata.
Ventaja que puede favorecer que C. albicans sea
capaz de colonizar distintos nichos fisiol6gicos en
el hospedero humano, siendo actualmente la
principal especie de este género causante de
micosis invasiva.
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