AT\

Casa abierta al iempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Unidad Xochimilco

EXPRESION DEL GEN ALS3, FILAMENTACION Y FORMACION
DE BIOPELICULA EN AISLAMIENTOS DE CANDIDA ALBICANS
QUE COLONIZAN O INFECTAN LA MUCOSA BUCAL DE
PACIENTES CON ENFERMEDAD RENAL CRONICA EN DIALISIS.

IDONEA COMUNICACION DE RESULTADOS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN PATOLOGIA Y MEDICINA BUCAL

PRESENTA

Karen Patricia Dominguez Gallagher

Comité tutorial:

Co-Directora: Dra. Estela de 1a Rosa Garcia
Co-Directora: Dra. Saray Aranda Romo
Asesora: Dra. Aida Hamdan Partida

Asesora externa: Dra. Veronica Martinez Jiménez

Ciudad de México, febrero 2017.



La Maestria en Patologia y Medicina Bucal de la Universidad Auténoma
Metropolitana pertenece al Padrén Nacional de Posgrados de Calidad de CONACYT

y cuenta con el apoyo del mismo Consejo, con el registro 5020.



El jurado designado por la Divisién de Ciencias Bioldgicas y de la Salud
de la Unidad Xochimilco aprobd la ICR que present6:
KAREN PATRICIA DOMINGUEZ GALLAGHER

Comité Tutorial:

Co-Directora: Dra. Estela de la Rosa Garcia

Co-Directora: Dra. Saray Aranda Romo

Asesora: Dra. Aida Hamdan Partida

Asesora externa: Dra. Veronica Martinez Jiménez

Jurado:

Dr. Adalberto Mosqueda Taylor (Presidente)

Dra. Velia Aydée Ramirez Amador (Secretario)

Dra. Ma. Esther Irigoyen Camacho (Vocal)

Dr. Luis Octavio Sanchez Vargas (Vocal)



INDICE Pig.

ADTEVIALUIAS oottt et e et e e e VII
Indice de CUAAIOS  .....eeiee e, X
INAICE dE FIGUIAS ..t X1
RO SUMIEN o X1II
L T (0T L Lol ea 1o 4 1
1.1 Candida albicans — ...........c.ooiiii i e e 3

1.2 Factores de VITUIENCIA  ......oiuiitiit it e 4

1.2.1 PolimorfisSmo ..o 5

1.2.2 Adhesion, ahesinas € INVASINAS  «..uetrnntt ettt et as 6

1.2.3 Formacion de biopelicula ... ..o 7

1.3 Genoma de Candida albicans — ..............coooiiiiiiii i 8

1.4 Genes de lafamilia ALS ... o 11

LS Gen AL S 3 e 14

1.6 Proteina AlS3 .o e 15

1.7 Interaccion de Candida albicans con la mucosa bucal ... 18

1.8 Respuesta inmune a Candida albicans — ..............cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiieenn, 19

1.9 Laenfermedad renal crénica (ERC) ... 20

1.9.1 Definicion 20

1.9.2  EStadios oo 21

1.9.3  Epidemiologia .......ooiiiiiiii e 21

1.9.4  Etologia 22

1.9.5  Tratamiento oottt 23

1.10 Condiciones sistémicas y disfuncién immune en pacientes con ERC  ................. 24

1.11 Manifestaciones bucales de los pacientes con ERC y su colonizacion e infeccién por

(07 e 2 o) o J 26

2. Planteamiento del problema ... i 27
3. JUSHIICACION oo e e 28
I 10157 & 0T 29
4.1 ODbjJetivo Eeneral ..o i e 29



4.2 ODbjetivos SPeCTIICOS  1.viintiiiit i e

5. Materiales y MEtOAOS ..oniii i e

10.
1.

5.1 DISENO d€ EStUAIO oottt ettt e

5.2 Universo, lugar y periodo de realizacidn del estudio  .............coooiiiiiiiiiinen.

5.3 Muestra

Criterios de INCIUSION ittt e e e

Criterios de eliMINACION ...ttt e e

5.4 Procedimientos para recoleccion de informacion ...

5.5 Procedimientos de 1aboratorio ....oo.iiiiie it

Aislamientos de C. albiCams — .........ooouneeee e,

Identificacion de especie albicans —............ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiann

Evaluacion de filamentaCion  ........ooeeneeemoee e

Evaluacion de formacion de biopelicula ...
Extraccion de ARN oo
Cuantificacion de ARN ..,
Obtencion de ADNC oot
Cuantificacion de ADNC ..o,

Expresion del gen ALS3 .o
5.6 Variables ...

5.7 Definicion operacional de variables  ............

5.8  ANALISIS €StAAISTICO oottt et e e e

Resultados

6.1 Caracteristicas demograficas y clinicas ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie e,

6.2 Caracteristicas microbiol0gicas genotipiCas ............coveireiiiniiriiiniinneaeennennn

6.3 Caracteristicas microbioldgicas fenotipicas ............cocevieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin

6.4 Asociacion del gen ALS3 con la filamentacién y formacién de biopelicula .........

Discusion

Fortalezas y debilidades. ..........ouoiniiiii

Contribuciones
Conclusiones

Perspectivas

29
30
30
30
30
31
31
31
32
32
33
33
34
37
38
39
40
41
43
43
45
46
46
46
47
47
52
60
61
62
63



12. Referencias bibliograficas ..........oooiiiiii i
L3 A0S i
Anexo I Ficha de recoleccion de datos..........o.evueieiiiiiiiiii e
Anexo II Cuantificacion de ARNm Nanodrop® y cdlculo de volumen para obtener

Anexo II1

Anexo IV

ADNCc de cada muestra..

Cuantificacién de ADNc mediante Nanodrop® y célculo de volumen para

obtener concentracion de 100 pl para cada muestra...............ccevvveenennn.

Expresion relativa del gen ALS3 en 66 aislamientos de C. albicans en grupos

infectados y colonizados

64
75
75

77

80

83



ABREVIATURAS

Abs
ADN
ADNc
ADS
AHM
ALS
Als3p
ARN
Ag
ATCC
C

°C

C. albicans
cél.

Cm
CR

Ct
DEPC
DM
Dntp
DP
ERC
ERC-D
EE.UU.
Fe

GPI
HD

HWP1

Absorbancia

Acido desoxirribonucleico
Copia de 4cido desoxirribonucleico
Agar dextrosa sabouraud

Agar harina de maiz
Agglutinin-like sequence
Proteina Als3

Acido ribonucleico

Antigeno

American Type Culture Collection
Concentracién

Grados centigrados

Candida albicans

Células

Centimetros

Cuantificacion relativa

Cycle threshold (valor umbral)
Pirocarbonato de dietilo
Diabetes mellitus
Desoxirribonucledtidos trifosfato
Didlisis peritoneal

Enfermedad renal cronica

Enfermedad Renal Cronica en Didlisis

Estados Unidos

Hierro
Glicosilfosfatidilinositol
Hemodialisis

Horas

Hyphal wall protein 1



IL
ISSTE
K/DOQI
LP
Min
MIT
ml

ul

MRS
ng
ORF
PAMPs
PAS

pb

PBS

PCR

PCR-TR

pH
PL
PRR
RHE
rpm

RPMI-1640

SAP
Ser

spp-
TFG

Interleucina

Instituto de Seguridad Social para Trabajadores del Estado

Kidney Disease Outcome Quality Initiative

Lipasas

Minutos

Instituto Tecnoldégico de Massachusetts

Mililitros

Microlitros

Secuencias de repeticion

Nanogramos

Marcos de lectura abiertos (Open Reading frames, por sus siglas en inglés)
Patrones moleculares asociados a patdgenos

Acido periédico de Schiff

Pares de base

Tampodn fosfato salino o buffer fosfato salino por sus siglas en ingles
“phosphate buffered saline”

Reaccion en cadena de la polimerasa (en inglés Polymerase Chain
Reaction)

Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (en inglés Real time
Polymerase Chain Reaction)

Potencial de hidrégeno o potencial de hidrogeniones

Fosfolipasas por sus siglas en inglés ““ phospholipases”

Receptores de reconocimiento de patégenos

Epitelio de reconstitucién humana

Revoluciones por minuto

Roswell Park Memorial Institute-1640 (medio celular utilizado para
cultivos celulares)
Segundos

Secretores de aspartil proteasa
Serina (aminoacido)
Especies de Candida

Tasa de filtracion glomerular



Th

Thr
TLR
TNF-a
TRI
TRR
USRDS

VIH

WO 1

XTT

YPD

Linfocitos T helper

Treonina (aminoéacido)

Receptores tipo Toll

Factor de necrosis tumoral alfa

Trizol

Terapia de reemplazo renal

United States Renal Data System

Volumen

Virus de inmunodeficiencia humana

Cepa salvaje de C. albicans, “White — opaque 1” por sus siglas en inglés
Sal de sodio 2,3-bis(2- metoxi-4-nitro-5-sulfofenil )-2-h-tetrazolium-5-
carboxanilide

Levadura peptona dextrosa por sus siglas en inglés “Yeast

Peptone Dextrose”



INDICE DE CUADROS Pig

Cuadro 1. Distribucién de los genes ALS en los diferentes cromosomas de Candida albicans... 13.
Cuadro 2. Etapas de la enfermedad renal crénica, segin la tasa de filtracién glomerular.......... 21
Cuadro 3. Alteraciones del sistema inmune en pacientes con enfermedad renal crénica,

relacionados COn 1a Uremia. .. ......ooeouiiiiiniiiii e 25
Cuadro 4. Programacion del termociclador para obtener el ADNc por PCR, basado en

protocolo del kit Thermo Scientific®.......... ..o, 40
Cuadro 5. Clasificacién de la formacién de biopelicula por Candida spp. basada en ensayos de

reduccion colorimétrica con XTT.. ..., 44
Cuadro 6. Valores dicotomizados para medir la expresion del gen ALS3 en base a la

cuantificacion relativa de la cepa control: C. albicans ATCC............................. 44
Cuadro 7. Caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes con enfermedad renal

Cronica €N dIALISIS. ....ouiut it 48
Cuadro 8. Filamentacion, formacion de biopelicula y expresion del gen ALS3 en 66

aislamientos de Candida albicans...................c..coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i, 49
Cuadro 9. Filamentacidn, formacion de biopelicula y expresion del gen ALS3 en 66

aislamientos de Candida albicans.....................c..cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 50
Cuadro 10.
Cuadro 11.
Cuadro 12.

10



INDICE DE FIGURAS Pig

Figura 1. Diferencia entre colonizacidn e infeccion................oooiiiiiiiiiiiiiiiin 1
Figura 2. Polimorfismo de C. albicans..............c.ooiuiii i e 5
Figura 3. Formacion de biopelicula por C. albicans...............cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnnn, 7
Figura 4. Esquema de cromosomas diploides de C. albicans...................cooviiiiiiiiiann. 9
Figura 5. Comparacion de cromosomas de Candida albicans de la cepa SC5314 y WOL....... 10
Figura 6. Esquema representativo de todos los genes miembros de la familia ALS............... 12
Figura 7. Esquema de estructura de los genes de la familia ALS......................oooenl. 13
Figura 8. Esquema del locus de ALS3 en cromosoma RA............oooiiiiiiiiiiiiiiiiii 13
Figura 9. Esquema de la estructura de la proteina Als3.........c.oooiiiiiiiiiii 14
Figura 10. Pasos descritos para la infeccion por C. albicans.................ccoooiiiiiiiiiiiininnn... 19
Figura 11. Expresion del gen ALS3 en 66 aislamientos clinicos de C. albicans en pacientes con
enfermedad renal cronica en didlisiS.........ooiuiiiniiiiiii i 51

11



RESUMEN

Introducciéon. Ademds de los factores inherentes al huésped (mucosa bucal), el hongo
Candida albicans presenta diversos factores de virulencia tanto genotipicos y fenotipicos,
que le permiten el paso de microorganismo comensal a patégeno. Dentro de sus factores
genotipicos se ha descrito al gen ALS3, el cual es importante para la infeccion, ya que
regula la adhesidn, invasion, filamentacién y formacién de biopelicula. Hasta la fecha se
desconoce el papel que que juegan estos factores en el paso de la colonizacién a infeccion
de la mucosa bucal de pacientes con enfermedad renal crénica en didlisis (ERC-D).

Objetivo. Comparar la expresion del gen ALS3, filamentacién y formacién de biopelicula
en aislamientos de C.albicans que colonizan o infectan la mucosa bucal de pacientes con
ERC-D.

Materiales y método. Estudio transversal, observacional y comparativo, en el que se
incluyeron 66 aislamientos obtenidos de 46 pacientes, agrupados en colonizados (25) e
infectados (41). La infeccién fue confirmada con identificacién de hifas en frotis
citolégicos tefiidos con PAS. La identificacién de C.albicans fue por cultivo y pruebas
bioquimicas. La filamentacion se evalud por cultivos con técnica de Dalmau, tincién PAS y
observacion microscépica. Para la formacién de biopelicula se hicieron ensayos de
reduccion colorimétrica con XTT y se utiliz6 la técnica de PCR-TR para la expresion del
gen ALS3. Para el andlisis estadistico se utiliz6 JIMP.V11

Resultados. Los 66 aislamientos estudiados correspondieron a 24 hombres (52.2%) y 22
mujeres (47.8%), con una mediana de edad de 64 afos. La nefropatia diabética fue la causa
mads frecuente de ERC, la mayoria de los pacientes tenian hemodialisis. La frecuencia de
expresion del gen ALS3, asi como el promedio su expresioén relativa fue mayor en
infectados (88%/14.33) que en colonizados (24.4%/1.21) p<0.001. En tanto que la
filamentacion y formacién de biopelicula no mostré diferencias estadisticamente
significativas entre grupos.

Conclusiones: La mayor expresion del gen ALS3 de Candida sp. encontrada en muestras
infectadas de la mucosa bucal de pacientes con ERC-D sugiere su importante papel en la
patogénesis de esta infeccion. En contraste, la filamentacion y la formacién de biopelicula
parecen depender de otros factores relacionados al huésped, como la inmunidad local.

12



Introduccion

Los hongos del género Candida incluyen alrededor de 150 especies y son de los hongos
patégenos mas comunes en el ser humano (Cavalcanti y cols. 2015; Kim y Sudbery, 2011).
Tipicamente, estos microorganismos se encuentran colonizando las superficies
mucocutdneas y forman parte de la microbiota normal humana. Se consideran inocuos, pero
en ocasiones pueden tener un comportamiento oportunista y producir infeccién si las
condiciones son favorables o la inmunidad del huésped estd comprometida (Mayer y cols.,

2013; Liu, 2002; Farah y cols., 2000).

El término colonizacion se define como el equilibrio entre adquisicién y mantenimiento de
una poblacion estable de células de Candida spp., sin producir enfermedad en el huésped
(Soll, 2002; Cannon y Chaffin, 1999). Mientras que infeccion hace referencia a un
desequilibrio en el que se ve un aumento en la proliferacion del hongo, causando dafio al

epitelio y generando sintomas y signos clinicos (Theberge y cols. 2013; Gow y cols., 2012).

A. Colonizacién B. Infeccion
Low fungal load '\n(aqomsm by gut flora Hhghungellosd 0 - °
[3
AR Shu olding of PAMP 6 0 o b typha
Yeast cell b QG W Q =
— Q— ( " P38 —= FOS
38 JUN N i Epithelial ce Endocytosis MKP1
P38 —> £hg o cytokines ‘
\ | ‘ |
o| © L @I Oy Db

Caspase 1

< NRP3
O inflammasgme . \ ',, \
\/\; ( Q v Proil m

——Modulation

of tryptophan
B sasacm metabolism
IL-23 = T 7cell

3 IL
Macrophage Dendritic ce ) 23 L1 > IL-1f ——

Figura 1. Diferencia entre colonizacion e infeccion. En la colonizacion hay un equilibrio entre
proliferacion y respuesta inmune, sin embargo en la infeccion la respuesta inmune se activa para evitar
que el hongo siga invadiendo y causando daiio.

Tomado de Gow y cols., 2012.
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La patogenicidad de Candida spp., es un proceso complejo y multifactorial, para el cual se
requiere de factores locales y sistémicos relacionados al huésped, asi como alteraciones del
microambiente y caracteristicas virulentas propias del microorganismo (De la Rosa-Garcia

y cols., 2013; Brown y cols., 2007; Hube, 2004; Soll, 2002; Farah y cols. 2000).

En las ultimas décadas se ha reportado que los genes presentes en el hongo regulan la
expresion de sus factores de virulencia y que la transiciéon de comensal a patégeno estd
vinculada a cambios transcripcionales que favorecen el proceso de infeccion permitiendo
que Candida spp., sobreviva a las modificaciones del ambiente y a las condiciones del
huésped, que se adapte al estrés y evada la respuesta inmune (Nailis y cols. 2010). La gran
mayoria de las infecciones causadas por este microorganismo se dan principalmente en las

mucosas, tanto vaginal como bucal (Naglik y cols., 2014).

La prevalencia de colonizacion por Candida spp., en la cavidad bucal varia en los diversos
grupos estudiados. En la poblacion general aparentemente sana varia del 20 al 60%
(Pallavan y cols, 2014; Samaranayake, 2013; Ghannoum y cols., 2010; Negroni M y cols.,
2002). En individuos infectados con VIH o en etapa de SIDA, la prevalencia varia de 33%
a 90% (Owotade y Patel, 2014; Cassone y Cauda, 2012; Sanchez y cols. 2005), en
pacientes que reciben radioterapia se ha reportado una prevalencia de hasta 75% (Bulacio y
cols. 2012). En individuos con enfermedad renal crénica en tratamiento de dialisis varia de
53 a75% (De la Rosa-Garcia y cols., 2013) En pacientes que padecen diabetes mellitus tipo

2 variade 18 a 87% (Suérez y cols. 2013; Premkumar y cols. 2014).

Las variaciones en la prevalencia de colonizacién por Candida spp. se asocian a diversos

factores como la edad, terapia con antibidticos, estados de inmunosupresion, malnutricion,

14



enfermedades cronicas como diabetes y factores locales como hiposalivacién, uso de

protesis dentales y mala higiene bucal (Coronado y Jiménez, 2013; Garcia C y cols, 2014).

La candidosis bucal es una de las infecciones oportunistas mds frecuentes de la mucosa
bucal. Se trata de una infeccidn superficial, clinicamente detectable. Es frecuente en edades
extremas y en individuos inmunocomprometidos (Patil y cols., 2015; Singh y cols., 2014;

De la Rosa-Garcia y cols., 2013; Wilson y cols., 2009).

Las formas clinicas incluyen: la candidosis pseudomembranosa (aguda/cronica), la
candidosis eritematosa (aguda/crénica) y la candidosis hiperplasica crénica (Tooyama y
cols., 2015; Lalla y cols., 2013). Otros autores como Feller y cols., 2014; describen también
la queilitis angular y la candidosis subprotésica como presentaciones clinicas de la

infeccion por Candida spp.

1.1 Candida albicans

Es la especie del género Candida mas aislada de la mucosa bucal, tanto en individuos sanos
como en inmunosuprimidos. (Tooyama y cols., 2015; Herwald y Kumamoto, 2014; De la
Rosa-Garcia y cols., 2013). Aunque también se puede hallar en piel, mucosa genital y tracto
gastrointestinal en un porcentaje que varia 30 - 80% de los individuos sanos (Williams y
Lewis, 2011). Ademas se ha visto que es la especie mas prevalente en las candidosis
bucales, aislada en alrededor del 50% a 70% de los casos (Gow y cols., 2012; Williams y

Lewis, 2011; Rautemaa y Ramage, 2011).

Es un hongo polimérfico que dependiendo de las condiciones del ambiente, puede estar en
forma de blastoconidia (blastosporos o yema), como pseudohifa (filamentos septados) o

hifas (filamentos no septados) de longitud variable. Estas tres formas difieren en los
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antigenos de superficie, la adherencia epitelial y los mecanismos de crecimiento (Feller y

cols., 2014).

En la forma de blastosporo su tamafo puede variar entre 2 y 8§ um x 3 a 14 um, pero en
estado de hifas puede extenderse hasta un poco mds de 100um. No poseen un ciclo
reproductivo sexual, pero se reproducen por fisién binaria (De la Rosa-Garcia y cols., 2013;

Gow y cols., 2012; Farah y cols. 2000).

1.2 Factores de virulencia de Candida albicans

Los factores de virulencia son las habilidades con las cuales el agente patégeno, en este
caso Candida albicans, puede llegar a producir en el ser humano: invasion, infeccion,
modulacién de la respuesta inmune a su favor y resistencia al tratamiento (De la Calle —

Rodriguez, Santa- Vélez y Cardona-Castro, 2012).

Este hongo oportunista posee ciertas particularidades que favorecen la infeccién de la
mucosa bucal. Entre estas caracteristicas se encuentran: la transicion morfolégica de
blastosporos a pseudohifas e hifas conocida también como capacidad de filamentacion o
polimorfismo, la expresion de adhesinas e invasinas en la superficie celular, el
tigmotropismo (capacidad que permite al hongo encontrar discontinuidad entre las células y
penetrar al interior de los tejidos), la formacién de biofilm, cambio fenotipico y la
produccion de enzimas hidroliticas (Hube, 2004). A estos factores se puede agregar la
habilidad que posee Candida albicans para adaptarse a las fluctuaciones del pH, su
flexibilidad metabdlica, asi como también su efectivo sistema de adquisiciéon de nutrientes
y la respuesta apropiada al estrés (Mayer y cols., 2013; De la Calle — Rodriguez, Santa-

Vélez y Cardona-Castro, 2012).
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1.2.1 Polimorfismo

Uno de los factores de virulencia de C. albicans mejor estudiado ha sido el polimorfismo o
transicion polimérfica que consiste en la capacidad que tiene este hongo de pasar de yema a
pseudohifa o hifa. La forma de hifa le permite adherirse con mayor firmeza al epitelio,
penetrar a los tejidos para adquirir los nutrientes, producir dafio e incluso escapar de la

respuesta inmune (Theberge y cols. 2013; Wichtler y cols., 2011).

Por otra parte, los blastosporos o yemas por mucho tiempo se han descrito como forma
comensal de este microorganismo; sin embargo, en publicaciones mds recientes se
menciona que su forma de blastosporo le permite a C. albicans diseminarse con mayor

facilidad al torrente sanguineo, provocando candidosis sistémica (Marin y cols., 2015).

g W L

Yema o

blastosporo Pseudohifa Hifa

Figura 2. Polimorfismo de C. albicans. Figura tomada del articulo de Thompson y cols.,
2011, en la que se representa esquematicamente cada una de las formas que puede adoptar
este hongo.
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1.2.2 Adhesion e invasion, mediadas por adhesinas e invasinas.

Una caracteristica de Candida albicans que se correlaciona de forma positiva con su
patogenicidad es la capacidad que tiene para adherirse a las células del huésped. La pared
celular es el sitio de interaccion primaria entre el hongo patégeno y el huésped; se trata de
una estructura con multiples capas de quitina que se localiza externamente a la membrana
plasmética del microorganismo y es responsable de mantener la forma del hongo ya sea en
estado de blastosporo o de hifa y contiene multiples proteinas requeridas para la adhesion,

invasion, evasion inmune y la integridad estructural (Hiller y cols. 2011).

Una adhesina, se define como una proteina que promueve la adherencia de Candida
albicans a las células del huésped o bien, a sus receptores especificos. Una invasina es
aquella proteina que induce la endocitosis del hongo por los queratinocitos y células
endoteliales, permitiendo la penetracion del hongo al epitelio y su diseminacién sistémica
por via sanguinea. Estas proteinas median ambos mecanismos de invasion: la penetracion
activa y la pasiva (endocitosis). Por lo tanto, la colonizacién e infeccion por C. albicans
dependen de su capacidad de adhesion e invasion (Liu y Filler 2011; Hiller y cols. 2011;

Phan y cols., 2007).

Se han descrito diferentes tipos de adhesinas de C. albicans que se unen a varias proteinas
de la matriz extracelular de las células de mamifero, como fibronectina, laminina,
fibrindgeno y coldgeno tipo I y IV (Chaffin, 1998; Sturtevant y Calderone, 1997; Hostetter,

1994).
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1.2.3 Formacion de biopelicula

Las biopeliculas son comunidades de microorganismos asociadas a superficies bidticas o
abidticas, dentro de una matriz extracelular y son el tipo mds prevalente de crecimiento
microbiano. Cada vez es més claro que la infeccion por Candida albicans, esta casi siempre
asociada a la formacion de biopelicula, la cual se forma en varios pasos: inicialmente se
produce la adhesion de levaduras al epitelio, seguida por la germinacién y formacién de
microcolonias, filamentacion, desarrollo de una monocapa, proliferaciéon y maduracién de

la misma (Desai y Mitchel 2015; Theberge y cols. 2013; Nailis y cols., 2010).

[0. ‘0000/0\ \\hj‘ﬁ‘

A B c

Figura 3. Formacion de biopelicula por C. albicans. En esta figura se muestran los pasos
en la formacién de biopelicula: A. adhesion y formacién de monocapa, B. filamentacion y
formacién de microcolonias, C. maduraciéon y produccién de matriz extracelular, esta
ultima representada con color verde. Tomado de Sun, Liao y Wang 2015.

La formacién de biopelicula constituye un importante factor de virulencia para C. albicans
y otras especies del género Candida, ya que actia como una especie de barrera y limita la

penetracién de antiftingicos, confiriendo resistencia significativa a la terapia, ademds de
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proteccién frente a la respuesta inmune del huésped (Herwald y Kumamoto, 2014;

Theberge y cols. 2013; Ramage y cols., 2012).

La clave para que este microorganismo pueda manifestar todos los factores de virulencia
mencionados y prolifere como patégeno en la cavidad bucal, se asocia con la expresion de
ciertos genes presentes en el hongo que regulan sus caracteristicas virulentas (Nasution,

2013; Carlisle y Kadosh, 2013; Pérez, Kumamoto y Johnson, 2013).
1.3 Genoma de Candida albicans

La plasticidad genémica de Candida albicans; es decir, su variabilidad de mecanismos
genéticos de adaptacion, es una caracteristica diferencial de este patdégeno, lo cual facilita
su adaptaciéon al huésped y a las alteraciones del ambiente. Esta plasticidad incluye
extensos rearreglos cromosdmicos, aneuploidia y pérdida de la heterocigosidad que resultan
en cambios fenotipicos de la levadura que los hacen mdas aptos al medio en el que se
encuentran. Por lo general, es aislado como diploide, pero también se pueden encontrar en

forma haploide o tetraploide (Anderson y Benett, 2016; Selmecki y cols., 2010).

Su genoma esta compuesto por cerca de 1.6x10” pb (pares de bases) y se han identificado la
presencia de ocho pares de cromosomas homoélogos cuyo tamafio varia de 1.03 pb hasta
4.3 pb. Los mismos se encuentran numerados del 1 (el mas largo) al 7 (el mas corto) mas
uno, denominado R que contiene el ADN ribosomal. Este cromosoma R presenta tamafio
variable, dependiendo del nimero de ADN ribosomales que se repitan (Anderson y Benett,

2016; Odds, Brown y Gow, 2004; De Backer y cols., 2000).
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Figura 4. Esquema de cromosomas diploides que componen el genoma de Candida
albicans, siendo el cromosoma 1 el mas largo, el 7 el més corto y el R de longitud variable.
Tomado de Selmecki, Forche y Berman, 2010.

Hasta la fecha se han caracterizado el genoma en la "especie SC5314", que proviene de un
aislado clinico y que fue secuenciado en el Centro de Tecnologia y Secuenciacion del ADN
de Stanford y el genoma de la cepa WO, considerada como “wild type” o tipo salvaje que
fue secuenciado por el Instituto Broad de MIT y de la Universidad Harvard (Van het Hoog

y cols., 2007; Odds, Brown y Gow, 2004).
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Figura 5. Comparacion de cromosomas de C. albicans de la cepa SC5314 (izquierda) y
WOI1 (derecha). El tipo WO-1 difiere de la cepa SC5314 en que tiene tres translocaciones
reciprocas (7 y 4,6y 5,y 5 y1). Las translocaciones tienen ocurrieron en o cerca de las
principales secuencias de repeticion (MRS por sus siglas en inglés). Los cromosomas estdn
codificados por color para que sea mds facil visualizar las translocaciones. Tomado de
http://cbs.umn.edu/candida-albicans/home.

Candida albicans, posee varias familias de genes que codifican para proteinas involucradas
en su patogenicidad y virulencia (Anderson y Benett, 2016; Zhao y cols., 2004). En un
estudio realizado por Butler y cols. (2009), se reporté que aproximadamente 21 familias de
genes de este hongo tienen un papel activo para la patogénesis. Estas familias codifican
para lipasas, transportadores de oligopéptidos y adhesinas, los cuales estdn involucrados en

el proceso de infeccion.
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En un trabajo realizado por Wilson y cols. (2014), describieron 65 genes especificos de C.
albicans que se expresan durante la infeccion. Muchos de estos genes son requeridos para

una interaccién Optima entre patégeno y huésped.

Esta levadura es capaz de adherirse a las células y tejidos del huésped, por esta razén
presenta en su superficie, proteinas como las adhesinas, las cuales estdn codificadas por los

genes de la familia ALS, HWP y la familia Iff/Hyr (Marin y cols., 2015).

Otros factores de patogenicidad, como la secrecion de enzimas hidrolitcas que degraden el
tejido, estan reguladas por los genes de la familia SAP (secretores de aspartil proteasa), LP

(lipasas) y PL (fosfolipsas) (Nailis y cols., 2010).

Las mencionadas familias de genes también estidn involucradas en la formaciéon de
biopelicula, uno de los principales factores de virulencia del microorganismo que ha sido
descrito y estudiado en los dltimos afios (Marin y cols., 2015; Desai y Mitchell 2015; Nailis

y cols., 2010).

1.4 Genes de la familia ALS

Los genes de la familia ALS de sus siglas en inglés (Agglutinin-like sequence), fueron
descritos primeramente en Candida albicans (Butler y cols., 2009). En esta familia se
incluyen ocho miembros: ALS1, ALS2, ALS3, ALS4, ALSS, ALS6, ALS7 y ALS9; los
cuales codifican para proteinas de adhesion presentes en la pared celular y en las hifas

(Cleary y cols., 2011; Liu y Filler, 2011).
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Figura 6. Esquema representativo de todos los genes miembros de la familia ALS. En
la figura se muestran las tres porciones: dominio 57, la regién central variable y dominio 3~
para cada gen. A pesar de ser el de menor longitud, se describe al gen ALS3 como un gen
fundamental para la adhesion ya que al realizar deleciones del mismo, el hongo no puede
adherirse al epitelio. Tomado de Hoyer y cols., 2008.

Cada gen ALS tiene una estructura similar de tres dominios, que incluyen un dominio 5’ de
1299 a 1308 pb, que es similar en 55 a 90% entre los componentes de la familia, un
dominio central con un nimero variable de secuencias repetidas de 108 pb y un dominio 3’
que es relativamente variable en longitud y secuencia, pero que en todos los casos codifica
para proteinas ricas en Ser/Thr con muchos sitios de N-glicosilaciéon (Hoyer y cols., 2008).
Cada locus de ALS codifica para numerosos alelos con una variacion de secuencia que

ocurre primeramente en la porcion tindem (Hoyer y Cota, 2016).
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Figura 7. Esquema de la estructura de los genes ALS (Hoyer y cols., 2008).

Los genes ALS estdn regulados diferencialmente en C. albicans por condiciones
fisiolégicas relevantes como cambios en el medio de cultivo (ALS1), morfologia (ALS3) y
fase de crecimiento (Hoyer y Cota, 2016). Mediante mapas fisicos se ha demostrado la
presencia de genes ALS localizados en tres de 8 cromosomas de C. albicans (Hoyer y cols.,

2008; Hoyer y Hecht, 2001; Hoyer y cols., 1998).

Cuadro 1. Distribucion de los genes ALS en los diferentes cromosomas de Candida
albicans

Genes ALS Localizacion
ALS1, ALS2, ALS4, ALS5 y ALS9 Cromosoma 6
ALS 6 y ALS7 Cromosoma 3
ALS 3 Cromosoma RA

Hoyer y cols., 2008.
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Figura 8. Esquema del locus de ALS3 en cromosoma RA construido con los datos
tomados de http://www.candidagenome.org
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1.5 Gen ALS3

De todos los miembros de la familia ALS, el gen ALS3, es el de principal interés en la
infeccion de la mucosa bucal. Aunque también se ha demostrado su participacién en las
candidosis de mucosa vaginal. Es un gen especifico que se expresa en las hifas y
pseudohifas de Candida albicans y en comparacion a otras especies de Candida, este gen
estd presente solamente en las especies albicans, lo cual contribuye a un factor de

virulencia Unico para esta especie (Lin y cols., 2014; Liu y Filler, 2011).

El gen ALS3 codifica para la proteina Als3, la cual interviene en la adhesion, participa en la
formacion de biopelicula, media la invasion epitelial y endotelial, induce el dafo tisular y
permite la captacion de hierro (Lin y cols., 2014; Murciano y cols., 2012; Liu y Filler,

2011).

Se han realizado estudios, tanto in vitro, in vivo y en ratones; asi como en modelos de
epitelios de reconstitucion humana (RHE), en los cuales se ha demostrado la alta expresién
del gen ALS3 en las infecciones por Candida albicans (Roudbarmohammadi 2016;
Monroy-Pérez y cols. 2012; Cleary y cols., 2011; Paniagua-Contreras, 2010; Cheng y cols.
2005; Green y cols. 2004; Zhao y cols. 2004); También existen investigaciones realizadas a
partir de muestras de pacientes con candidosis bucofaringea, como en el trabajo de Yang y

cols. (2014); en el que se reporté también una elevada expresion de ARNm del gen ALS3.

En las investigaciones realizadas por Lin y cols. (2014) y Wilson y cols. (2009), describen
la infeccion en tres etapas: una temprana (adhesion), una de invasién y otra de dano o
tardia, demostrando que el gen ALS3 se expresa ya desde las etapas tempranas y se asocia

con adhesinas presentes en las hifas.
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En un estudio que realizaron Zakikhany y cols. (2007), describieron la alta expresién de
ALS3 tanto en el modelo de candidosis bucal, como en las muestras de pacientes con
candidosis bucofaringea, concluyendo que es importante su participacion en la infeccién de

la mucosa bucal por Candida albicans.

La expresion del gen ALS3 en muestras provenientes de mucosa vaginal infectada también
es alta (Roudbarmohammadi y cols., 2016). El estudio realizado por Monroy-Pérez y cols.
(2012); asi como el de Cheng y cols. (2005), demuestran que mds de la mitad de las
muestras tenian una elevada expresion del gen. En el primer estudio se expresé con un
porcentaje del 87.5% de las muestras de candidosis vaginales y en el segundo estuvo

alrededor del 90%.

Asi mismo, Paniagua-Contreras y cols. (2010), compararon la expresion de genes de la
familia ALS en la mucosa bucal y vaginal de pacientes infectados no
inmunocomprometidos y encontraron que el gen ALS3 estuvo entre los expresados con
mayor frecuencia (92.5%), junto con ALS6 (97.5%), ALS4 (95%) y ALS9 (72.5%), en las
muestras de candidosis bucal. Mientras que en la candidosis vaginal, los genes ALSI,

ALS2, ALS3, ALS4 y ALSG6 se identificaron en el 100% de los casos.

Cabe resaltar en este punto, que cuando el gen ALS3 sufre mutaciones, el hongo no puede
adherirse a las células del epitelio, de ahi su importancia en el desarrollo de infeccion

(Bamford y cols., 2015; Hoyer y cols. 2008).

1.6 Proteina Als3

Als3 es una proteina regulada por el gen ALS3, la cual juega un papel importante en
multiples procesos que son necesarios tanto para la colonizacidon como para la infeccién por
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Candida albicans. Entre estos procesos se incluye: la adherencia a células epiteliales, la
formacion de biopelicula, la invasion de células del hospedero y la adquisicién de hierro.
También se ha visto que Als3 media la adherencia a células endoteliales e induce la
invasion de las células fingicas al promover la endocitosis por los queratinocitos. (Lin y

cols., 2014; Liu y Filler, 2011; Almeida y cols.; 2008).

Como se muestra en la Figura 8, cada proteina Als3 posee un dominio N- Terminal, un

dominio central y uno que es C-Terminal (Beaussart y cols., 2012; Phan y cols., 2007).

La region N-terminal es la que corresponde a la unidén de sustratos, se compone de
péptidos, seguido de un dominio tipo inmunoglobulina y otro dominio rico en treonina que

contiene cadenas B-antiparalelas (Yang y cols., 2014; Phan y cols., 2007).

El dominio central consiste en un nimero variable de 36 aminodcidos de repeticiones
tdndem. Este dominio es rico en serina y treonina y es indispensable para la funcién de

adherencia (Yang y cols., 2014; Beaussart y cols., 2012; Phan y cols., 2007).

El extremo C-terminal también es rico en serina/treonina y estd mas glicosilado ya que se

relaciona con la superficie celular (Yang y cols., 2014; Phan y cols., 2007).

La estructura del dominio N-Terminal del Als3 es similar a la estructura de la E- y N-
cadherina, es por eso que se cree que la union de Als3 con las cadherinas, es similar a la

unién cadherina-cadherina (Yang y cols., 2014).
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Figura 9. Esquema de la estructura de la proteina Als3. Tomado de Hoyer y Cota, 2016.

Esta proteina ha sido el foco de considerables investigaciones ya que provee una probable
interseccion entre la funcion adhesiva y la formacion de hifas. De hecho, Als3 estéd presente
en las hifas y es un receptor de ferritina que facilita la capacidad de Candida albicans de

obtener hierro del huésped (Liu y Filler, 2011).

Segin Murciano y cols., 2012; Als3 contribuye de manera importante a la adhesiéon de C.
albicans a las células del epitelio bucal, ocasionando subsecuentemente dafo celular.
También se ha visto que en ausencia de esta proteina, no se desencadena la produccién de
citosinas y hay reduccién del dafio epitelial, este hecho apoya la idea de que de todas las
proteinas Als; la Als3, es la que tiene mayor participacién e importancia en la interaccién

con las células del epitelio bucal (Murciano y cols., 2012; Almeida y cols.; 2008).

El trabajo de Phan y cols., 2007 report6é que Als3 actia también como invasina que se une a
las cadherinas tanto de las células endoteliales como epiteliales y que ademds induce la

endocitosis por las células del hospedero. Incluso, por su capacidad de unién a las N-
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cadherinas de las células endoteliales, se ha vinculado a esta proteina como la principal

responsable de la diseminacion sistémica (Hoyer y Cota, 2016; Phan y cols., 2007).

Debido al importante papel que desempefia esta proteina en la adhesién del hongo al
epitelio y en la produccion de infeccidn, varios estudios in vitro han sido realizados, en
donde se demuestra que el bloqueo de Als3p por medio de anticuerpos monoclonales,
impide la adhesién del microorganismo al epitelio y por lo tanto imposibilita el desarrollo
de infeccion. A pesar de que estas investigaciones atin no son concluyentes, todos reportan
que en un futuro, esta proteina puede ser un blanco terapéutico importante (Liu Y y Filler,

2011; Coleman y cols. 2009; Laforce-Nesbitt y cols. 2008).

1.7 Interaccion de Candida albicans con la mucosa bucal

La mucosa bucal estd compuesta por células epiteliales (queratinocitos) que constituyen la
primera barrera fisica que protege a los tejidos profundos de la invasién de
microorganismos o la penetracion de sustancias exdgenas. Los queratinocitos son capaces
de reconocer a Candida albicans tanto en su forma de yema, como de hifas y pseudohifas,
por medio de patrones moleculares asociados al patégeno (PAMPs) y receptores de
reconocimiento de estos patrones (PRRs). Discriminando asi el estado de colonizacién e
infecciéon del microorganismo. Este reconocimiento constituye el primer paso en la

respuesta inmune antifungica (Moyes, Richardson y Naglik, 2015; Feller y cols., 2014).

Para el establecimiento de infeccion en la cavidad bucal se requieren tres etapas:
primeramente la adhesion de Candida albicans a los queratinocitos, la cual estd mediada
por la formacion de hifas y adhesinas producidas por el hongo que se unen a la superficie

de las células epiteliales. Posteriormente, le sigue una etapa de invasion al tejido que puede
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producirse por dos mecanismos distintos: la endocitosis inducida o la penetracion activa
(Wichtler y cols., 2012; Wichtler y cols., 2011). Para esta tdltima es necesario el
crecimiento de las hifas que permitan al hongo penetrar al epitelio. Asimismo, la secrecién
de proteinas invasinas es importante en esta etapa para que induzcan la endocitosis del
hongo por los queratinocitos, por medio de la interacciéon con la E- caderina (Naglik,

Richardson y Moyes, 2014; Feller y cols., 2014; Wichtler y cols., 2011).

Por dltimo se desencadena el dafio tisular, que puede estar dado por necrosis o apoptosis,
para ello se requiere principalmente de la participacion de las enzimas hidroliticas que van
degradando las uniones intercelulares y provocan asi la destruccién del epitelio (Feller y

cols., 2014; Wichtler y cols., 2012).

Figura 10. Pasos descritos para la infeccion por C. albicans. Se muestran las etapas de:
adhesion, invasion y dafo tisular (izquierda a derecha). Tomado de Feller y cols., 2014.

1.8  Respuesta inmune a Candida albicans

La respuesta inmune ante Candida albicans involucra tanto a los mecanismos de defensa
innatos y adquiridos. Los innatos estin mediados primeramente por barreras fisicas y
quimicas, como el epitelio y ciertas proteinas presentes en la saliva, asi como también por
neutréfilos y células presentadoras de antigenos que actdan fagocitando a este
microorganismo; mientras que las citocinas y células T, principalmente Th17, participan en
la defensa adquirida (Williams y Lewis, 2011; Mayer y cols., 2013; Albuquerque y

Casadevall, 2012).
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En cuanto al epitelio, los queratinocitos poseen receptores que permiten distinguir las
proteinas presentes en la pared celular del hongo, tanto en forma de yemas como de hifas.
Es en el estado de hifa en el que se estimula la produccién de citocinas por los
queratinocitos y por lo tanto se desencadena la respuesta inmune (Mayer y cols., 2013;

Netea y cols., 2008; Poulain y Jouault, 2004)

En la saliva, se encuentran presentes varias proteinas, algunas con funciones antifingicas y
otras que se unen a Candida albicans para impedir su adhesién al epitelio; o bien

aglomerarlas para que sean barridas por la saliva (Salvatori y cols., 2016).

En cuanto a las células de defensa, son principales protagonistas de la inmunidad innata,
tanto los macrofagos como los neutrdfilos, por sus propiedades fagociticas. Asi como
también las células dendriticas que actian como células presentadoras de antigeno. Todas
ellas poseen en su superficie de membrana varios receptores que permiten reconocer a
Candida albicans. Estos receptores se agrupan en tres: tipo TLR, principalmente TLR-2,4 y
6; receptores de manosa y los receptores dectina 1 y 2 presentes principalmente en células

dendriticas (Naglik y cols. 2011; Netea y cols., 2008; Poulain y Jouault, 2004)

La inmunidad adaptativa estd mediada principalmente por los linfocitos Th17 que son
activados por las Thl, que a su vez son activados por las células presentadoras de
antigenos. Estos Th17 secretan IL-17 e IL-22 que actian sobre los queratinocitos y otras
células inflamatorias para el desarrollo y mantenimiento de la respuesta inmune ante este

hongo (Richardson y Moyes, 2015; Naglik y cols. 2011).

1.9 La enfermedad renal crénica (ERC)

1.9.1 Definicion
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En el afio 2002, la Fundacién Nacional del Rifion de los Estados Unidos, en las guias
K/DOQI (Kidney Disease Outcome Quality Initiative), definié a la enfermedad renal
crénica como la disminucién de la funcién renal (expresada por una tasa de filtracion
glomerular (TEG) < 60 ml/min por 1.73 m?) o dafio en la estructura renal (evidenciado por
alteraciones histoldgicas, albuminuria-proteinuria, alteraciones del sedimento urinario o
alteraciones de pruebas de imagen) que persiste durante tres meses o mds (Levey y Coresh,

2012; Levey y cols., 2003).
1.9.2 Estadios

Para conocer el nivel de funcién renal se estudia la concentracion de creatinina sérica y la
velocidad o tasa de filtracion glomerular (TFG), estimada mediante la prueba de depuracion
renal de creatinina (Lopez-Giacoman y Madero, 2015). De acuerdo a esta TFG; se puede

clasificar a los enfermos renales en cinco etapas como se describe en el siguiente cuadro:

Cuadro 2. Etapas de la enfermedad renal crénica, segin la tasa de filtracion
glomerular.

Tasa de filtracion

Descripcion gl::;:ilril:ll/zil:7(:;r£1§)
- Riesgo incrementado > 60 ml/min por 1.73 m”.
1 Dafio renal con TFG normal o incrementada > 90 ml/min por 1.73 m*.
2 Dafio renal con leve disminuciéon TFG 60-89 ml/min por 1.73 m®,
3 Moderada disminucién de TFG 30-59 ml/min por 1.73 m?,
4 Severa disminucion de TFG 15-29 ml/min por 1.73 m’.
5 Falla renal <15 ml/min por 1.73 m’.

Tadakamadla y cols. 2014
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A partir de la etapa 5, se considera la fase terminal de la enfermedad, en la que el paciente
requiere terapia de reemplazo renal (TRR) o transplante de rifién para poder sobrevivir (Jha

y cols., 2013; Sandilands y cols., 2013; Slee, 2012; Pérez-Martinez y cols., 2005).

1.9.3 Epidemiologia

El incremento mundial en la incidencia de la ERC la ha llevado a representar por si misma
un serio problema de salud publica tanto en paises desarrollados, como en vias de
desarrollo, no solo por el riesgo de mortalidad que conlleva, sino también por el costo
elevado que implica para el estado (Meguid y Bello, 2005; Levey y col., 2003). Dos de los
factores que explican esta tendencia son entre otros: el envejecimiento de la poblacidn, ya
que la incidencia de la ERC es maés alta en el grupo de edad de 65 a 75 afios y la epidemia
global de la diabetes mellitus (DM), la cual es una de las principales responsables del dafio
renal en estos pacientes (Jha y cols., 2013; Levey y Coresh, 2012; Zhang y Rothenbacher,

2008; Kurokawa y cols., 2002).

La incidencia y prevalencia de ERC en etapa 5 es variable, en muchos paises llega a los 200
casos por millén de habitantes, mientras que en EE.UU., Taiwan y varias regiones de
México se ha reportado cerca de 400 casos por millén de habitantes (Levey y Coresh,

2012).

En México, hasta el momento no se cuenta con un registro de pacientes con ERC, por lo
que se desconoce el nimero preciso de pacientes en cualquiera de sus estadios, los grupos
de edad y sexo mads afectados. Se estima una incidencia de 377 casos por millén de

habitantes y la prevalencia de 1142; cuenta con alrededor de 52000 pacientes en terapias
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sustitutivas, de los cuales el 80% son atendidos en el Instituto Mexicano del Seguro Social

— IMSS (Méndez-Duréan y cols., 2010; Paniagua y cols., 2007; Amato y cols., 2005).

1.94 Etiologia

Son diversas las causas de ERC y se relacionan principalmente con la edad y las
enfermedades crénico degenerativas (Correa-Rotter y cols., 2008), como son la DM e
hipertension arterial que llevan a la glomeruloesclerosis diabética y la nefroesclerosis
hipertensiva, respectivamente (Levey y Coresh, 2012; Méndez-Durén y cols., 2010; Amato
y cols., 2005). Existen reportes que indican que hasta un 45% de los pacientes diabéticos y
un 27% de los que padecen hipertension, serdan nefropatas en algiin momento de su vida
Collins y cols., 2007). También se ha descrito su asociacion con la obesidad, enfermedades

cardiovasculares y la glomerulonefritis (Jha y cols., 2013; Levey y Coresh, 2012).

Segun la clasificacion del Sistema de Datos Renales de los EE.UU. (USRDS por sus siglas
en inglés) existen otras dos categorias que entran dentro de las causas de la ERC y son:
otras causas conocidas y las causas desconocidas; las primeras engloban las
malformaciones congénitas de las vias urinarias, nefropatia lipica, nefropatia tibulo-
intersticial, litiasis urinarias, causas vasculares inespecificas y la uropatia obstructiva;
mientras que las segundas constituyen aquellas que no han podido ser determinadas durante

la historia de la enfermedad renal del paciente (Méndez-Duran y cols., 2010).

1.9.5 Tratamiento

Los individuos con ERC que se encuentran en una etapa 5 necesitan de terapia de

reemplazo renal (TRR), también conocida como didlisis, la cual puede ser de dos tipos:
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hemodidlisis (HD) o didlisis peritoneal (DP) o bien, requieren de transplante renal (Slee,

2012)

Muchos autores describen a la hemodidlisis como el tratamiento de eleccion y el mas
frecuente en estos pacientes (Swapna y cols., 2013; Ortiz y cols. 2014; Bots y cols. 2006).
Sin embargo, a nivel mundial, México es el pais que mds recurre a la DP como TRR,
alrededor del 60 a 80% de los pacientes, reciben esta modalidad de terapia sustitutiva
debido a que es la que cuenta con mayor apoyo financiero por parte del sistema de
seguridad social y las instituciones publicas. Aunque cabe destacar que en los dltimos afios,
ha habido una tendencia a promover el financiamiento de la hemodidlisis en este pais
(Rojas-Campos y cols. 2013; Méndez-Durdn y cols., 2010; Correa-Rotter, 2001; Su-

Herndndez y cols., 1996).

1.10 Condiciones sistémicas y disfuncion inmune en los pacientes con ERC

El paciente con ERC desarrolla problemas hematolégicos, endocrinolégicos,
dermatoldgicos, cardiovasculares, neuroldgicos, musculares y gastrointestinales asociados a
la albuminuria, proteinuria y al estado urémico que presentan (Swapna y cols., 2013; Levey
y Coresh, 2012; Kato y cols., 2008). Adicionalmente a estas complicaciones, tanto la
frecuencia elevada de anemia y desnutriciéon asi como el deterioro inmunoldgico
multifactorial que sufren estos pacientes, los convierten en personas con cierto grado de

inmunosupresion (De la Rosa Garcia y cols., 2013).

La disfuncion del sistema inmune en este grupo de individuos, se debe principalmente a los

niveles de uremia elevados, presentdndose alteraciones que se dan tanto en la inmunidad
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innata como en la adquirida como se sefiala en el Cuadro 3 (Cohen y Horl., 2012; Hauser y

cols., 2008; Swako y cols., 2008).

Cuadro 3. Alteraciones del sistema inmune en pacientes con enfermedad renal
cronica, relacionados con la uremia.

Inmunidad innata Alteraciones

- Receptores de reconocimiento Sobreestimulados o desactivados

de patrones PRR’s

- Monocitos Hiporeactivos

- Neutrdfilos Actividad fagocitica disminuida.

- (Citocinas Niveles elevados debido a: un clareamiento renal
disminuido,  producciéon  estimulada  por
infecciones recurrentes, procedimientos de
dialisis, etc. Produccion ineficiente para proteger
contra infecciones.

Inmunidad adaptativa Alteraciones

- Linfocitos T Alteracidn en la activacion
Aumento de la relacién Th1/Th2

- Linfocitos B Funcién preservada pero disminucion del nimero

- Células presentadoras de Ag  Son estimuladas pero su funcién esté alterada

Swako y cols., 2008

Por un lado, la hipercitoquinemia es una caracteristica tipica de la uremia y se caracteriza
por la acumulacién de citosinas pro-inflamatorias en sangre, como consecuencia de la
funcién de eliminacién renal disminuida. Por otro lado, la uremia se asocia con
inmunosupresion debido a las alteraciones que produce en los componentes de la reaccion

inmunitaria (Swako y cols., 2008).

Adicionalmente se puede agregar que hay una alteraciéon de los receptores tipo TLR's,

especialmente en los TLR4 cuya expresion se ve disminuida y por lo tanto, hay una
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reduccién en la sintesis de TNF-a, IL-18, IL-6 e IL-8 (Cohen y cols., 2012; Swako y cols.,

2008).

Esta inmunosupresién asociada a uremia contribuye al aumento de la prevalencia de

infecciones en este grupo de pacientes (Cohen y cols., 2012).

1.11 Condiciones bucales de los pacientes con ERC y su colonizacion e infecciéon por

Candida spp.

En el contexto bucal, se ha descrito que los pacientes con ERC-D presentan disminucién
del flujo salival, xerostomia, mucosas atréficas, aliento urémico, petequias, equimosis,
hiperpigmentaciéon de la mucosa bucal, queilitis angular, gingivitis, candidosis, lengua
saburral y ademds muchos de ellos son portadores de prétesis dental (Oyetola y cols., 2015;

Kuashik y cols., 2013; Swapna y cols., 2013; Murali y cols., 2012; de 1la Rosa y cols., 2005)

Tanto las alteraciones sistémicas como las condiciones de la cavidad bucal de estos
pacientes, favorecen la colonizacién de la mucosa bucal por Candida spp., lo cual
constituye una condicion de riesgo para su transformacion en infecciones superficiales
como candidosis bucal u otras de mayor importancia como las invasivas (Pieralisi y cols.

2014; De la Rosa Garcia y cols., 2013).

Se ha reportado que la prevalencia de colonizacion por Candida spp. en estos pacientes
varia entre 39% al 51.2%, mientras que la candidosis bucal se presenta con una frecuencia
variable entre el 5.7% y 32%, siendo en ambas situaciones; Candida albicans, la especie
aislada en la mayoria de los casos con un porcentaje de 51.7% al 69.23% (Pieralisi y cols.,

2016; Pieralisi y cols. 2014; De la Rosa Garcia y cols., 2013).
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2. Planteamiento del problema

El hongo Candida albicans es comensal de la cavidad bucal del 20% al 60% de individuos
sanos y del 39% al 51.2% de los pacientes con ERC, quienes pueden presentar infeccién
por este hongo en una frecuencia variable de 5.7% a 32%. Los pacientes con ERC
presentan inmunosupresion y condiciones bucales (hiposalivacion, uso de protesis) que
favorecen la infeccion por C. albicans, cuya virulencia estd dada por su capacidad de:
adhesion, filamentacion, formacion de biopelicula, secrecion de enzimas y otros, que estan

regulados por genes presentes en su genoma.

Estudios in vitro en murinos y en pacientes con candidosis bucal o vaginal han descrito la
importancia del gen ALS3 (uno de los ocho genes de la familia ALS), ya que codifica la
proteina Als3p, permitiendo la adhesion y endocitosis del hongo al epitelio, 1a formacion de
biopelicula y su conversion en hifas que favorecen el dafio al hospedero. Se han
informando frecuencias de expresion del gen en (% de pacientes con...?. La proteina ALS3
ha sido considerada como un probable blanco terapéutico, ya que su delecién o bloqueo

impide la adhesién del hongo al epitelio.

Por lo tanto, se propone comparar los estados de colonizacidén o infeccion a través de la
expresion del gen ALS3, filamentacion y formacion de biopelicula en aislamientos de C.
albicans provenientes de la mucosa bucal de pacientes con ERC utilizando técnicas de

cultivo, ensayos de reduccion colorimétricos y PCR-TR.
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3. Justificacion

meeanismos-de-infeceién-de-este-hongo-en—pacientes—eonERC; La finalidad del presente

estudio es comparar tanto el estado de colonizacién como de infeccién considerando la
expresion del gen ALS3, la filamentacién y formacion de biopelicula en aislamientos de C.
albicans que provienen de la mucosa bucal de pacientes con ERC; de tal modo que con los
resultados obtenidos se pueda contribuir a explicar de manera mds clara cdmo intervienen

estos factores en la patogenicidad de este microorganismo en este grupo de individuos.

Asi también, si los hallazgos confirman diferencias de la expresiéon de este gen en la
infeccién o colonizacidn, se podria contribuir con datos que aporten a la realizacién de
otras investigaciones, especialmente a aquellas enfocadas en la proteina Als3 como blanco

terapéutico en busca de otras alternativas de tratamiento.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Comparar la expresion del gen ALS3, la filamentacion y formacion de biopelicula en
aislamientos de Candida albicans que colonizan o infectan la mucosa bucal de pacientes

con ERC-D.

4.2 Objetivos especificos

- Describir las caracteristicas de los pacientes con ERC-D de los cuales provienen los

aislamientos de Candida albicans.

- Comparar la expresion del gen ALS3 en los aislamientos de C. albicans que colonizan

o infectan la mucosa bucal de pacientes con ERC-D.

- Comparar la filamentacién en los aislamientos de C. albicans que colonizan o infectan

la mucosa bucal de pacientes con ERC-D.

- Comparar la formacion de biopelicula en los aislamientos de C. albicans que colonizan

o infectan la mucosa bucal de pacientes con ERC-D.

- Establecer la posible asociacion entre la expresion del gen ALS3 con la filamentacion y
formacién de biopelicula en los aislamientos de C. albicans que colonizan o infectan la

mucosa bucal de pacientes con ERC-D.
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5. Materiales y métodos

5.1 Diseno de estudio

Estudio transversal, observacional y comparativo realizado en colaboracién entre la
Universidad Auténoma Metropolitana — Unidad Xochimilco (UAM-X), la Clinica de
Especialidades “Dr. Pedro Barcenas Hiriart”, el Hospital General del Instituto de Seguridad
y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE) y el Laboratorio de
Microbiologia y Patologia Bucal de la Facultad de Estomatologia de la Universidad

Auténoma de San Luis Potosi (UASLP).

5.2 Universo, lugar y periodo de realizacion del estudio

El presente estudio forma parte de una linea de investigacién sobre las manifestaciones
bucales e infecciones flingicas en pacientes con enfermedad renal crénica en didlisis,
iniciada en 2013 y actualmente vigente. Se inclueyron 68 muestras de la mucosa bucal de
pacientes con ERC, en un periodo comprendido de febrero de 2013 a diciembre de 2015 en
el servicio de didlisis de la Clinica de Especialidades “Dr. Pedro Barcenas Hiriart” y el
Hospital General del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del

Estado (ISSSTE), y fueron almancenadas a -20°C en el laboratorio de UASLP.
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Criterios de inclusiéon

- Aislamientos de la mucosa bucal de pacientes adultos (> 18 afios) de ambos sexos.

- Aislamientos de la mucosa bucal de pacientes colonizados o infectados por Candida
albicans, identificados previamente por cultivo y pruebas bioquimicas.

Criterios de eliminacion

- Aislamientos contaminados con otros microorganismos.

- Aislamientos cuyo ARN no pudo ser extraidos o se encontraba degradado

De acuerdo a los criterios de eliminacion, anteriormente mencionados, se eliminaron dos
aislamientos cuyos ARN no pudieron ser obtenidos; de tal modo que la muestra final del

estudio quedo constituida por 66 aislamientos provenientes de 46 pacientes.
5.4 Procedimientos para la recoleccion de informacion

Toda la informacién se recolecté en una ficha de recoleccion de datos, cuyo formato se
basé en las fichas previas utilizadas en la linea de investigacion de la que se constituye el

presente estudio (Anexo I). La misma se dividi6 en tres apartados:

a) Clinicos: que incluyeron datos de identificacion, demograficos, de antecedentes de la
enfermedad renal crénica, habitos de tabaco y valores de los exdmenes de laboratorio,
asi como el examen bucal, diagnéstico de citologia y antecedentes de tratamiento
antibidtico y/0 antifingico.

b) Microbiolégicos: que abarcé los datos para la expresion del gen ALS3, filamentacién y

formacion de biopelicula.

¢) Codificacién: incluy6 los cédigos empleados para el llenado de la ficha.
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De acuerdo a los objetivos planteados, los datos empleados en el presente estudio se

centraron principalmente en el apartado microbioldgico y algunos datos clinicos.

5.5 Procedimientos de laboratorio

De los aislamientos de Candida spp., almacenados en glicerol y a -20°C en el laboratorio de
Microbiologia y Patologia Bucal de la Facultad de Estomatologia de la Universidad
Auténoma de San Luis Potosi (UASLP) se seleccionaron aquellos procedentes de la
mucosa bucal de pacientes con ERC-D y que correspondian a la especie Candida albicans.
Posteriormente, se confirmé la especie con técnicas de cultivo convencionales (Agar

Dextrosa Sabouraud - ADS y CHROMAgar®).

> Aislamientos de Candida albicans

Primeramente se limpié la zona de trabajo con rociado de alcohol (etanol) al 70%.
Posteriormente se colocé un trozo de papel madera que cubria la mesa de trabajo y se
encendi6 el fuego de un mechero, de tal manera a obtener un campo estéril de
aproximadamente 20 a 30 cm de didametro. Luego, se hizo vibrar el tubo que contenia la
muestra almacenada de Candida albicans en un agitador tipo vortex durante 10 segundos y
se tomd con un asa estéril un in6culo del hongo, el cual se sembré en placas de Agar
Dextrosa Sabouraud (ADS). Todas las placas utilizadas fueron previamente rotuladas e
identificadas por cédigos correspondientes a cada muestra. La técnica de siembra que se
utilizé se denomina “en césped” la cual consiste en depositar el indculo contenido en el asa
realizando movimientos horizontales chocando suavemente con las paredes de la caja y
ejerciendo una ligera presion recorriendo toda la superficie del medio. Una vez sembrados,

se incubaron a 36°C durante 48 hs. Pasado el tiempo de incubacidn se evalué el crecimiento
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del microorganismo. Se considerd que hubo crecimiento cuando se observaron colonias en

el medio de cultivo ADS. Todos los datos fueron registrados en la ficha de recoleccion.

> Identificacion de especie C. albicans

Una vez evaluado el crecimiento, y si este fue positivo; con el mechero encendido y dentro
del drea de trabajo, se destapd la placa de ADS y con un asa estéril se tom6 una o varias
colonias crecidas que luego fueron sembradas “por agotamiento” en placas de
CHROMAgar® Candida (CHROMAgar®, Paris, France). Para verificar la pureza y
viabilidad del in6culo se fue descargando por sectores: primeramente se tomo la placa, se
descargd gran parte del indculo en una porcion del cultivo con movimientos horizontales,
luego se gir6 la caja % de vuelta y se repitieron los movimientos horizontales para
descargar el in6culo y por ultimo se volvid a girar la caja % de vuelta depositando el
in6culo que quedaba también con los mismos movimientos horizontales; de esta manera el
deposito del in6culo va decreciendo del primer depdsito al tercero. Todas las cajas
utilizadas fueron previamente rotuladas y etiquetadas con el c6digo correspondiente a cada
muestra. Se incubaron a 36°C por 48 hs y con este medio cromdgeno se hizo la
identificacion de las especies de Candida de acuerdo a las caracteristicas colorimétricas de
cada especie dadas por el fabricante. Asi se confirmé que las cepas correspondian a la
especie albicans, las cuales se observaron de color verde. Posteriormente los aislamientos
identificados fueron almacenados en refrigeracion para la determinacion de los factores de

virulencia.

> Evaluacidn de la filamentacidn:

La capacidad de filamentacion se evalué de la siguiente manera:
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Se trabajé bajo las mismas condiciones de esterilidad descritas en los procedimientos
anteriores. Se utilizaron placas de agar harina de maiz — AHM (Difco®; Detroit, MI, USA)
adicionado con polisorbato 80 (Sigma—Aldrich®; St. Louis, MO, USA) (concentracion final
de 0.02%) como medio de cultivo. Dichas placas fueron previamente identificadas con los
codigos correspondientes a cada muestra. La siembra se realizd segin la técnica de
Dalmau, con un asa estéril se tom6 un indculo de los aislamientos ya preparados e
identificados anteriormente, se posiciond el asa a un dngulo aproximado de 45° se depositd
el indculo en tres lineas paralelas separadas a 1 cm de distancia cada una. Se incubaron a 36
°C durante 48 hs y luego fueron examinadas utilizando un microscopio invertido (Zeiss,

Oberkochen, Germany). Los datos obtenidos se registraron en la ficha.

Después de la incubacién por 48 hs. se tomé con un asa estéril una pequefia muestra de las
placas de agar harina de maiz descritas en el paso anterior y se distribuyé en una laminilla
que luego fue tefiida con 4cido periddico de Schiff (PAS). La presencia de filamentacién se

evalud bajo el microscopio y los datos se anotaron en la ficha de recoleccidn.

> Evaluacion de la formacion de biopelicula:

Para evaluar la formacién de biopelicula fue utilizada la metodologia descrita por Ramage

y cols. (2001).

Primeramente se hizo una resiembra de los aislamientos a estudiar en tubos Falcon de 15ml
estériles, los cuales fueron etiquetados previamente con los cddigos correspondientes a cada
muestra. Para el efecto, a todos los tubos se le agregaron 9ml de caldo levadura peptona

dextrosa (YPD); luego se tomé con un asa estéril un indculo de cada muestra y se colocé en
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el tubo que le correspondia. Se incub6 durante 24 hs a 36°C con agitaciéon a 120 rpm. Una
vez pasado el tiempo de incubacion, se evalué el crecimiento y cada uno de los
aislamientos fueron traspasados a tubos eppendorf previamente etiquetados con los cddigos
de cada aislamiento con el fin de realizar lavados celulares con PBS, los cuales consisten en
centrifugar cada muestra tres veces con solucion PBS. Teniendo cada aislamiento
suspendido en PBS, se tomaron 100ul y se resuspendieron en 900ul de PBS, de esta
manera se obtuvo una dilucién de 1:10. Seguido de esto, se hizo un ajuste de la densidad
celular para cada aislamiento con ayuda de un hemocitémetro o cdmara de Neubauer
(Propper®, USA). Para ello, de cada una de estas suspensiones realizadas se tomaron 10 ul
y se colocaron en el hemocitémetro. Luego, bajo el microscopio se contaron las células

presentes siguiendo la metodologia que muestra la figura a continuacion:

Hemocitometro. (Manual de practicas de laboratorio.

At

smva Deschamps Lago Maria Esther. Veracruz, México.

TE

Como se muestra en el cuadro B de la Figura ;, se selecciond el centro para el conteo, se
consideraron los cinco cuadros numerados en la porcién C de la imagen; un cuadro central
(1) y los cuatro restantes correspondientes a las esquinas (2.3.4.5). A su vez, cada uno de
estos cuatro cuadros estd compuesto de 16 cuadros més pequefios; de estos 16 cuadros
pequeios, se volvieron a seleccionar cuatro cuadros (uno de cada esquina) y es en estos
ultimos en los que se contd la cantidad de células presentes. Se llevé un registro del nimero

de células y al final el resultado que se obtuvo para cada muestra, fue la sumatoria de los
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ndmeros obtenidos en los cinco cuadrantes. Estos resultados fueron utilizados en las

siguientes férmulas para conocer la concentracion del in6culo testeado.

1 nl+n2Z+nitndtnb _
: 20

N

N

2108 Nx10°

2.

6, L _ &
3. Nx10 xmu—leﬂ cel/ml

Una vez conocida la concentracion del indculo se aplico la siguiente formula, para conocer
cuantos ml de indculo se debia utilizar para obtener una concentracion final de 1.5x10°. Los
ml obtenidos posteriormente se ajustaron a 1ml con RPMI-1640 (Sigma-Aldrich®, USA)

utilizando la siguiente férmula:
Vix Nx10° cél/ml = Iml x 1.5 x10°

Una vez teniendo la concentracién de 1.5x10° cél/ml en RPMI-1640, se llenaron las
microplacas de titulacién, poniendo 200ul de inéculo en cada pozo de la columna 2 a la 10,
los pozos de la columna 1 se llenaron solo con 200ul de RPMI-1640 (control negativo).

Una vez llenas las microplacas estas se llevaron a incubar durante 48 hs a 36 °C.

Posterior a la incubacidén; se le realizd, a cada pozo, 3 lavados con PBS, para
posteriormente colocar en cada uno de ellos 100ul del reactivo XTT/Menadiona (Sigma-
Aldrich®, USA) e incubarlas en completa obscuridad por un periodo de 60 min. Una vez
pasado el tiempo de incubacion las placas se leyeron por espectrofotometria en un lector de

microplacas (Bio—Rad®, USA) a una longitud de onda de 490 nm.

Los datos fueron anotados en la ficha de recoleccion. Las medidas de esterilidad empleadas

fueron las mismas ya descritas en pasos anteriores (limpieza del drea de trabajo con etanol
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70%, mesa de trabajo cubierta con papel madera, fuego del mechero y didmetro de campo

de trabajo estéril de aproximadamente 20 a 30 cm).

> Extraccion de ARN:

Para la extraccion de ARN, se siguid el protocolo de extraccion de ARN basado en el
método descrito por Chomczynski y Sacchi (1987), el cual se basa en el aislamiento de este
acido nucleico empleando TRIZOL®, el cual se compone de: fenol, un compuesto volatil
toxico, hidroxiquinoleina que es un inhibidor de ARNasas, tiocianato de guanididna,

tiocianato de amonio y glicerol.

Para el efecto, primero se etiquetaron 69 tubos Falcon de 15 ml estériles con los codigos
correspondientes a las 68 muestras del estudio mas la cepa de Candida albicans ATCC. En
cada uno de ellos se deposité 5ml de caldo YPD y un in6culo de cada muestra tomado con
un asa estéril; luego se incubaron por 48 hs a 36°C. Las medidas de esterilidad empleadas
fueron las mismas ya descritas en pasos anteriores. Una vez finalizado el tiempo de
incubacidn, se centrifugaron las muestras a 1500 rpm/ durante 10 min. Se decant6 la mayor
parte del sobrenadante hasta obtener solamente el precipitado en el fondo del tubo, se tomd
1 ml de este precipitado y se colocé en tubos eppendorf, previamente etiquetados con los
codigos correspondientes a cada aislamiento. Una vez que cada uno de los tubos eppendorf
contenfa 1 ml de la muestra, se agreg6 1ml de TRIZOL® y se mezclo por pipeteo. A esta
mezcla se agregd 100 pl de cloroformo y a partir de este momento todas se conservaron en
refrigeracion de 4°C, se vortexed cada una de ellas tres veces durante 5-10 segundos por
cada muestra hasta obtener una mezcla rosa homogénea de consistencia viscosa.
Seguidamente éstas se centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 min, siendo el resultado la

presencia de tres fases: una acuosa, una intermedia y una mds viscosa. Se extrajo todo el
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sobrenadante (fase acuosa), cuidando de no extraer la fase intermedia y se colocé en los
tubos eppendorf estériles, vacios, etiquetados previamente. Una vez separada la fase
acuosa, se agregd a cada tubo 500 ul de isopropanol y 1 ul de glucégeno, dejdndose en
refrigeracion durante 12 hs. Luego de ese tiempo, se centrifugaron las muestras a 14,000
rpm durante 15 min. Se decantd el isopropanol y se coloc6 1 ml de etanol al 70% con el fin
de realizar lavados del precipitado y nuevamente se metié a centrifugacion de 14,000 rpm
durante 10 min. Finalmente se decant6 el etanol, cuidando de no eliminar el precipitado y
se resuspendié en 10 a 100 ul de agua de pirocarbonato de dietilo o DEPC (libre de

RNAsa). El volumen de agua DEPC se estableci6 en base al tamafio del precipitado.

> Cuantificacién de ARN:

Se realizé una dilucion 1:200 de cada muestra, tomando 2.5 pl del ARN resuspendido y
agregando 500 pl de agua con DEPC para cada uno. Posteriormente, se tom6 1 ul de cada
una de las diluciones preparadas y se utilizd el programa Thermo Scientific NanoDrop
2000 spectrophotometer® para la cuantificacion de ARN. Con la razén Abs260/Abs280 se

determind la cantidad de ARN extraido (Anexo II):

- Abs260/Abs280 < 1.4 indicaba que habia mds proteina que 4cidos nucleicos
- Abs260/Abs280 > 2.0 indicaba que el ARN estaba degradado

- Abs260/Abs280 de 1.4 a 2.0 indicaba que el ARN es de buena calidad.

Todas las diluciones salieron dentro del dltimo rango (Anexo II).

> Obtencion de ADNc:
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Para la obtencion de ADNc de cada muestra, se utiliz6 el kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription® Applied Biosystems©, cuyo protocolo indicaba preparar una mezcla con un

volumen total de 10 ul, distribuidos como sigue:

Cuadro 4. Volumen de reactivos utilizados para obtener ADNc

Reactivos Volumen
10X RT Buffer 2.0 ul
25X dNTP mix (100 mM) 0.8 ul
10X Random primers 2.0 ul
Transcriptasa reversa Multiscribe 1.0 ul
Inhibidor de RNasa 1.0 ul
Agua destilada NF 3.2 ul

A fin de obtener una concentracion de 1000 ng de ARN, se calcul6 el volumen para cada
muestra con base a la concentracion de ARN ng/ul obtenida en el proceso de cuantificacion
anterior. Seguidamente, se rotularon y codificaron 69 tubos con los codigos asignados a
cada muestra y se coloc6 en cada uno el volumen de ARN calculado previamente mds 10 pl

de la mezcla preparada con el kit y se colocé en el termociclador marca Applied

Biosystems, bajo las condiciones que se muestran en el Cuadro 5:

Cuadro 5. Programacion del termociclador para obtener el ADNc por PCR-TR

Etapas Temperatura °C Tiempo
Paso 1 25 10 min

Paso 2 37 120 min
Paso 3 85 5 min

Paso 4 4 00

Basado en protocolo del kit High Capacity cDNA Reverse Transcription®
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» Cuantificacién de ADNc:

Una vez obtenido el ADNCc se procedié a su cuantificacion, para ello se realizé el mismo
procedimiento que para la cuantificacion del ARN. Se tom6 1 ul de cada una de las
muestras y se utiliz6 el programa Thermo Scientific NanoDrop 2000 spectrophotometer®
para la cuantificacién de ADNc. Con la razon Abs260/Abs280 se determiné la cantidad de

ADNCc obtenido:

- Abs260/Abs280 < 1.4 indicaba que habia mas proteina que acidos nucleicos
- Abs260/Abs280 > 2.0 indicaba que el ADNc estaba degradado

- Abs260/Abs280 de 1.4 a 2.0 indicaba que el ADNCc es de buena calidad.

Todas las muestras arrojaron una cantidad entre 1000 y 2000 ng/ul, lo cual se considerd

como cantidades suficientes de ADNc (Anexo III)

En un siguiente paso se ajustaron las concentraciones de ADNc a 100ng / 100 ul utilizando
los valores de ADNc ng/ ul obtenido en la cuantificacién. Estos valores se utilizaron en la

siguiente formula: CixVi=Cx 'V,

Se obtuvieron asi los volimenes para cada muestra (Anexo III), los cuales fueron colocados
en tubos previamente rotulados. Adicionalmente, a cada volumen se sumé la cantidad de

agua DEPC faltante para completar 100 ul de solucion.

> Deteccion del gen ALS3 por PCR en tiempo real:

Una vez obtenidas las diluciones de ADNc a una concentracion de 100ng/ul. Se prepararon
los oligos tanto de Actina como de ALS3, asi como también las mezclas para cada uno de
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estos genes, segln indicaciones del protocolo del reactivo SsoAdvanced™ Universal

® . e, .. .
SYBR"™ Green Supermix utilizdndose los siguientes componentes y sus concentraciones:

Cuadro 6. Volumen de reactivos utilizados para deteccion de ALS3 por PCR-TR

Reactivos Volumen
SsoAdvanced Universal SYBR® Green Supermix 5 ul
Primers:
- Foward 0.3 ul
- Reverse 0.3 ul
Agua DEPC 2.7 ul
ADNc 2.0 ul

Se realiz6 la corrida para las muestras de cada una de las cepas de estudio, teniendo como
cepa control a Candida albicans ATCC y un control negativo de reactivos. A su vez, por
cada muestra de ALS3 se utiliz6 una muestra control con el gen Actina, el cual es

constitutivo. Las secuencias de los primers para ambos genes se muestran en el Cuadro 7:

Cuadro 7. Secuencia de los primers del gen ALS3 y Actina.

Gen Foward Reverse
ALS3 GTGGTCTACAACTTGGGTTATTG GAAACAGAAACCCAAGAACAAC
Actina AGCTGTTTTCCCATCTCTTG GGGCTTCATCACCAACATAAG

~ Para este paso se utiliz6 el termociclador marca BIO-RAD CFX96™ Real-Time System_

bajo las condiciones descritas en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Programacion del termociclador para deteccion de ALS3 por PCR-TR.

Etapa Temperatura °C Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 3 min 1
Desnaturalizacion 95 15s 40
Alineamiento 60 30s
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Posteriormente a las lecturas de PCR en tiempo real de todas las muestras, se tomaron los
valores Ct (valor umbral), tanto de ALS3 como de Actina, de cada una de las muestras,
incluyendo la cepa Candida albicans ATCC y se calcul6 el valor de ACt para cada una de

ellas utilizando la siguiente férmula: Ct ALS3 — Ct Actina= ACt

Los valores ACt resultantes en cada una de las muestras se denominaron ACtl, y el valor

obtenido para la ATCC se denomind ACt2.

Luego se calcul6 el AACt a partir de los valores ACt1 y ACt2 obtenidos, utilizando la

siguiente formula: ACtl — ACt2=AACt

Finalmente el valor de AACt calculado para cada muestra fue el que se utilizd para obtener
la cuantificacién relativa del gen ALS3 tanto en el grupo de colonizados e infectados,

siendo la férmula empleada la siguiente: 2" (-44Ct) = CR (cuantificacion relativa)

La CR de la ATCC fue la que se utiliz6 como valor de referencia para comparar las CR de

cada muestra y asi poder determinar el nivel de expresion del gen ALS3 (Anexo IV).

5.6 Variables
Independientes:

- Expresion del gen ALS3
- Filamentacién

- Formacién de biopelicula

Dependientes
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- Colonizacién por Candida albicans

- Infeccién por Candida albicans

5.7 Definicion operacional de variables

Colonizacion por Candida albicans: sin signos clinicos de candidosis bucal, cultivo de
Agar Dextrosa Sabouraud positivo. (Gliimrii BT 2011, Gow y cols. 2013). Variable

categorica/ dicotdmica cuyos valores fueron Si=1, No=0.

Infeccion por Candida albicans: signos clinicos de candidosis bucal, confirmado con
frotis citolégico y cultivo de Agar Dextrosa Sabouraud positivo. (Niimi y cols. 2010, Gow

y cols. 2013). Variable categérica/ dicotomica cuyos valores fueron Si=1, No=0.

Expresion del gen ALS3: se determind por la cuantificacion relativa del gen a partir del
valor de Ct obtenida por PCR-TR. Es una variable cuantitativa continua, pero se
dicotomiz6 en relacién a un valor de referencia, el cual fue la cuantificacion relativa de
ALS3 de la cepa C. albicans ATCC, la cual fue 1. Entonces se estableci6 la expresion del

gen como se muestra en el cuadro a continuacion:

Cuadro 9. Valores dicotomizados para medir la expresion del gen ALS3 en
base a la cuantificacion relativa de la cepa control: C. albicans ATCC.

Expresion del gen Cédigo Valor de referencia
ALS3
Si=1 CR> 1

R . albi ATCC =1
No=0 CR<1 CR de C. albicans CC
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Filamentacion: Formacion de estructuras filamentosas o de tubos germinales a partir de
levaduras de Candida albicans en Agar Harina de Maiz (AHM) y confirmado por frotis
citologico con tinciéon de PAS. Se dicotomizé en Si=1: crecimiento en AHM vy frotis

positivo, No=0: crecimiento en AHM negativo. (Sanchez-Vargas y cols 2013).

Formacion de biopelicula: Estructura formada por red de hifas y pseudohifas junto con
matriz extracelular y restos celulares, valorando su crecimiento mediante asimilacién de
enzima por sistema multiskan (Cassone y cols. 2012; Sanchez-Vargas y cols.2013; Hasan y

cols. 2009). Variable categdrica ordinal que se categoriz6 de la siguiente manera:

5.8 Analisis estadistico
Las variables continuas se expresaron mediante medidas de tendencia central (medias,
medianas) y de dispersion (desviaciones estdndar, intervalos intercuartilares). Las variables

categdricas se expresaron en porcentajes. Para comparar estas variables se utilizaron

Cuadro 10. Clasificacion de la formacion de biopelicula por Candida spp., basada en
ensayos de reduccién colorimétrica con XTT.

Formacion de biofilm DO 490nm UFC Log;¢ Cels/ml
No produce =0 <0.10 <0.1x 10°
Ligeramente productora= 1 0.11-0.40 0.1-0.75 x 10
Moderadamente productora=2 0.41-0.74 0.76-2 x 10°
Altamente productora=3 >0.75 >2x 10°

Valores tomados del trabajo de Sdnchez-Vargas y cols., 2013
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pruebas de x2 con pruebas de méxima verosimilitud o pruebas exactas de Fisher en los

casos necesarios, debido al tamafio de muestra.

En el andlisis de la asociaciéon entre la presencia de infecciébn comparada con la
colonizacién por Candida albicans y la expresion del gen ALS3 se generé un modelo de
regresion logistica multiple, controlando por filamentacion, formacién de biopelicula y uso
de proétesis dental. La regresion logistica es una técnica estadistica que trata de estimar la
probabilidad de que ocurra un suceso en funcién de la dependencia de otras variables. Los
coeficientes de regresion logistica fueron exponenciados para estimar la razén de momios
(RM) de cada variable independiente del modelo; por lo tanto, éste puede ser definido
como el cociente entre la probabilidad de que ocurra el evento (infeccién) y la probabilidad
de que no ocurra (colonizacién) teniendo en cuenta otros eventos (AGREGAR

BIBLIOGRAFIA)

Las pruebas de hipoétesis se realizaron para o=0.05 usando el programa estadistico

JMP.V11, Statititical Analisis System.
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6. Resultados
En el presente estudio se incluyeron 66 aislamientos de Candida albicans provenientes de
la mucosa bucal de 46 pacientes, 25 (37.9%) correspondieron al grupo de infectados y 41

(62.1%), a los colonizados.

6.1 Caracteristicas demograficas y clinicas

Al describir las caracteristicas de los pacientes de los que provienen los aislamientos
estudiados; se observaron 24 hombres (52.2%) y 22 mujeres (47.8%) con una mediana de
edad de 64 (Q;.Qz 57-71) afios. La nefropatia diabética (31/46, 67.4%) fue la causa de
enfermedad renal cronica mas frecuente y la mayoria de los pacientes (41/46, 89.1%), se
encontraba bajo tratamiento de hemodiélisis al momento de la toma de muestra. Ademds se
observé que un poco mds de la mitad (25/46, 54.4%) eran portadores de prétesis dental
(Cuadro 111). La candidosis bucal eritematosa fue el tipo de candidosis detectado en todos

los pacientes infectados.

6.2 Caracteristicas microbiolégicas genotipicas y fenotipicas.

Como se muestra en el Cuadro 12, el gen ALS3 se expreso en el 88% de los aislamientos
infectados (22/25) y solo en el 24.4% (10/41) de los colonizados con una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.001). El promedio de expresion relativa del gen ALS3
fue mads alto (14.328) en los sujetos infectados en comparacion con los colonizados (1.209),

p<0.001 (Figura 11).

Los aislamientos que expresaron el gen ALS3 presentaron mds probabilidad de pertenecer a

pacientes infectados que a colonizados (RM=32.7, p<0.001). El mismo efecto se observé al
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controlar por variables importantes como la filamentacion (RM= 0.6), formacién de

biopelicula (RM=0.0) y uso de prétesis dental (RM=28.9).

Al analizar otras caracteristicas patogenas del microorganismo, la formacién de filamentos
fue similar tanto en los aislameintos colonizados (60%) como en los infectados (68%); la
formacion de biopelicula fue alta en ambos grupos, resultando mayor en los sujetos
colonizados (97.6%, p=0.026). Adicionalmente, se encontré que los sujetos portadores de

protesis dental mayor probabilidad de infeccion por Candida sp. (RM: 28.9, p<0.001).

6.3 Asociacion del gen ALS3 con la filamentacion y con la formacion de biopelicula

En el andlisis bivariado entre la expresion genética y los factores de de virulencia no se
observo asociacion entre la expresion del gen ALS3 y la filamentacion (p=0.661) (Cuadro
13); sin embargo, el 83% (5/6) de los microorganismos que no producen biopelicula
presentaron expresion del gen ALS3 (RM 0.13 (IC:???, p=0.041). Como se observa en el
Cuadro 14, no se e4ncontraron diferencias entre la filamentacion y la expresipon del gen, la

formacion de biopelicula o el uso de prétesis dental.
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Cuadro 111. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con
enfermedad renal cronica en dialisis.

Caracteristicas n=46 (%)
Sexo
Masculino 24 (52.2)
Femenino 22 (47.8)
Edad
Mediana de edad (Q;. Q3) afios 57-71)
64

Causa de Enfermedad Renal Cronica*

Nefropatia diabética 31 (674)
Hipertension arterial 1 ( 2.2)
Glomerulonefritis crénica 2 ( 4.3)
Enfermedad renal poliquistica 1 ( 22)
Enfermedad urolégica 2 ( 4.3)
Otra causa conocida** 5 (10.9)
Causa desconocida 4 ( 8.7)
Tipo de didlisis
Hemodidlisis 41 (89.1)
Didlisis peritoneal 5 (10.9)
Uso de protesis
Si 25 (544)
No 21 (45.6)

*Clasificacion ERC, USDRS

**malformaciones congénitas de las vias urinarias, nefropatia ldpica, nefropatia
tubulo-intersticial, litiasis urinarias, causas vasculares inespecificas y la
uropatia obstructiva.
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Cuadro 12. Expresion del gen ALS3, filamentacion y formacion de biopelicula en 66 aislamientos de Candida albican

Infectados Colonizados RM IC 95% » RM+
(n=25) (n=41) cruda ajustada
n (%) n (%)
Expresion del gen ALS3
Si 22 (88.0) 10 (244 2273  (6.31-111.62) 32.75 (6
<0.001
No 3 (12.0) 31 (75.6)
Filamentacion
Si 15  (60.0) 28 (68.3) 0.69 (0.25 - 1.98) 0.64 ©
0.494
No 10 (40.0) 13 (31.7)
Formacion de biopelicula
Productor 20 (80.0) 40 (97.6) 0.10 (0.01 - 0.67) 0.03 ©
*0.026
No productor 5 (20.0) 1 (24
Uso de protesis dental
St 19 (76.0) 10 (244 9.82 (3.23 - 33.78) 28.91 5
<0.001
No 6 (24.0) 31 (75.6)

*Prueba exacta de Fisher. ** Ajustado por filamentacién, formacién de biopelicula y uso de protesis.



Cuadro 13. Expresion del gen ALS3 y filamentacion en 66 aislamientos de Candida albicans.

Expresion del gen ALS3
St
No

Formacion de biopelicula
Productor
No productor

Uso de protesis dental
St

No

Filamentacion
Si No RM IC 95% )4 RM*
cruda ajustada
n (%) n (%)
20 (46.5) 12 (52.2) 0.80 (0.29 —2.20) 0.83 (
0.661
23 (53.5) 11 (47.8)
39 (90.7) 21 (91.3) 0.93 (0.12 - 5.98) 0.94 ((
0.935
4 (9.3 2 (87
17 (39.5) 12 (52.2) 0.60  (0.21 - 1.66) 0.62 ((
0.325
26 (60.5) 11 (47.8)

* Ajustado por expresion del gen ALS3, formacidn de biopelicula y uso de protesis.

62



Cuadro 14. Expresion del gen ALS3 y formacion de biopelicula en 66 aislamientos de Candida albicans.

Expresion del gen ALS3
Si
No

Filamentacion
Si
No

Uso de proétesis dental
Si

No

Formacion de biopelicula

Productor No productor RM IC 95% P RM*
cruda ajustada
n (%) n (%)

27 (45.0) 5 (83.3) 0.16 (0.01 - 1.09) 0.13 ((
0.073

33 (55.0) 1 (16.7)

39 (65.0) 4 (66.7) 0.93 (0.12 - 5.98) 0.97 ((
0.935

21 (35.0) 2 (333

27 (45.0) 4 (66.7) 1.64  (0.29 -12.45) 2.55 ©
0.579

33 (55.0) 2 (33.3)

* Ajustado por expresion del gen ALS3, formacion de biopelicula y uso de proétesis.
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Figura 11. Expresion del gen ALS3 en 66 aislamientos clinicos de C. albicans en
pacientes con enfermedad renal crénica en dialisis.
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7. Discusion

El presente estudio es uno de los primeros en donde se compara la expresion del gen ALS3
en aislamientos de Candida albicans tomados de la mucosa bucal de pacientes colonizados
o infectados por este microorganismo; para el efecto, se utiliz6 la técnica de PCR-TR. Al
comparar ambos grupos, se encontré que la frecuencia de expresion del gen ALS3 fue
mayor en las levaduras provenientes de pacientes infectados que las de colonizados;
ademds, la RM mayor a 20 sugiri6 que aquellas que expresaron el gen tienen mds

probabilidad de producir infeccion que las que no lo expresaron.

Todos los aislamientos de Candida albicans estudiados se obtuvieron de la mucosa bucal
de pacientes con enfermedad renal cronica en tratamiento de didlisis y segin los objetivos
trazados, se describid a estos sujetos. La mediana de edad observada fue de 64 afios y
predominé la nefropatia diabética (67.4%) como la causa mas frecuente de ERC. Estos
datos concuerdan con la literatura, la cual reporta que la ERC afecta principalmente a los
adultos mayores, muchos aun en edad productiva, siendo entre los 65 y 75 afios, el riesgo
10 veces mayor en relacion a pacientes jovenes (Bowling y Muntner 2012; Zhang y
Rothenbacher, 2008; Meguid y Bello, 2005; Ceballos y cols., 2005) y que la Diabetes
Mellitus es la principal responsable de la falla renal en estos individuos, no s6lo en México
(Ortiz y cols., 2014; Garcia-Garcia y cols. 2013; Jha y cols. 2013; Méndez-Duréan y cols.,
2010), sino también en varias partes del mundo; tanto en paises desarrollados como en
aquellos en vias de desarrollo (Atkins y Zimmet, 2010). Esto se debe a que con el paso de
los afios, la diabetes, por medio de varios mecanismos, lleva al dafio de otros 6rganos,
incluidos los rifiones; aproximadamente 40% de los pacientes diabéticos presentan falla

renal en algiin momento de sus vidas (Shenghan 2016; Plantinga y cols. 2010).
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Por otra parte, resulté que la mayoria de estos pacientes se encontraba bajo tratamiento de
hemodidlisis. Segin algunos autores, actualmente esta es la modalidad de terapia de
reemplazo renal de preferencia que se indica para estos individuos, debido a la mejor
sobrevida que ofrecen teniendo en cuenta su calidad de vida (Swapna y cols., 2013; Ortiz y
cols. 2014; Noshad y cols. 2009; Bots y cols. 2006). En México, por el contrario,
principalmente se recurre a la didlisis peritoneal como terapia de reemplazo renal, debido al
mayor financiamiento de esta por parte del estado (Rojas-Campos y cols. 2013; Méndez-
Durén y cols., 2010; Correa-Rotter, 2001; Su-Hernéndez y cols., 1996). Sin embargo, en las
instituciones seleccionadas para obtener las muestras del estudio, existen mds unidades de

hemodiélisis que de didlisis peritoneal, lo cual podria explicar los resultados obtenidos.

Continuando con las caracteristicas de estos pacientes y haciendo referencia a posibles
factores locales que favorecen la colonizacién o infeccién por Candida albicans, se
encontr6 que mds de la mitad (54%) eran portadores de protesis dental. Segin algunas
investigaciones, el 50 a 80% de los individuos con ERC usan protesis dental (Pieralisi y
cols., 2014; de la Rosa-Garcia y cols., 2013). Esto puede estar relacionado con el hecho de
que el grupo de individuos afectados por esta enfermedad presenta mayor pérdida de piezas
dentarias; por lo tanto, requieren del uso de prétesis dentales (de la Rosa y cols, 2008).
Estos aparatos, no solo ejercen presion sobre la mucosa bucal traumatizdndola y
volviéndola mds susceptible al dafio; sino que también, por la base de acrilico y porosidad
que poseen constituyen un reservorio para este hongo y para la formacion de biopelicula del
mismo; al sumar a todo esto una higiene deficiente, el riesgo de colonizacion o infecciéon
por este microorganismo, aumenta (Bianchi y cols., 2016; Pieralisi y cols., 2014; Salerno y

cols. 2011).
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Para responder al principal objetivo del estudio, se incluyeron 41 aislamientos de Candida
albicans, de los cuales 62% se agruparon dentro de los colonizados y 38% como infectados.
Estos resultados dificilmente puedan ser contrastados con investigaciones previas, debido a
que todos los trabajos realizados, en donde estudian la expresion del gen ALSS3,
consideraron unicamente muestras obtenidas de pacientes con candidosis bucal o vaginal
(Roudbarmohammadi 2016; Monroy-Pérez y cols. 2012; Paniagua-Contreras, 2010; Cheng
y cols. 2005) es mads, varios estudios emplearon modelos de mucosa bucal infectada
provenientes de murinos (Cleary y cols., 2011) o a partir de infeccién en reconstituciones
epiteliales humanas (Green y cols. 2004; Zhao y cols. 2004); por lo tanto, el 100% de los

aislamientos incluidos en dichos trabajos fueron infectados.

Sin embargo, existen datos previos que reportan una frecuencia de colonizacén por
Candida albicans en pacientes con ERC que varia de 39% al 51.2% (Pirelisi y cols., 2014;
de la Rosa y cols., 2013; Godoy y cols, 2013). Esta frecuencia es menor, al comparar con la
observada en otros grupos de pacientes inmunocomprometidos como: diabéticos: 67.8% -
87.5% (Zomaradian y cols., 2016; Premkumar y col., 2014); pacientes al final del
tratamiento de radioterapia por cancer bucal: 69% (Maifias y cols., 2012), en individuos con
infeccion por VIH/SIDA: 59.4 — 82.3% (Owotade y cols., 2014; Mulu y cols. 2013); en
sujetos con neoplasias de cabeza y cuello: 56.8% (Schelenz y cols., 2011). Asimismo, la
frecuencia de candidosis bucal en pacientes con ERC se ha descrito entre 5.7% y 32%
(Thorman y cols., 2009; de la Rosa y cols., 2006). Cifras inferiores a lo reportado en
diabéticos: 59.6% (Motta-Silva y cols., 2010) pacientes con céancer: 71.4% (Jain y cols.,
2016) e individuos infectados con VIH 71.3% (Anwar y cols., 2012). Esta diferencia en las

cifras descritas puede deberse a que en cada grupo mencionado son distintos los factores
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que intervienen para la colonizacion o infeccidn por este hongo tales como una disminucioén
severa del flujo salival en el caso de los pacientes sometidos a radioterapia, el uso de
medicamentos inmunosupresores o antineopldsicos que producen xerostomia en los
individuos con cdncer; o bien, el sistema inmune gravemente afectado en los pacientes
infectados con VIH. En los pacientes con ERC, a pesar de que existe un deterioro
sistémico, nutricional, hiposalivacion, la edad avanzada y el uso de prétesis dentales que
favorecen la colonizacién o infeccién por Candida spp., no se encuentran severamente
inmunosuprimidos cmo los otros grupos mencionados anteriormente (Maias y cols., 2012;

Lim y cols., 2007; Haag-Weber y cols., 1992)

Lo maés resaltante del presente trabajo fue la expresion del gen ALS3 en el 88% de los
aislamientos infectados. Esta cifra se encuentra en el rango reportado en estudios previos
realizados in vitro, en modelos murinos, en modelos de reconstitucion epitelial humana, en
mucosa vaginal y bucal que sefialan la expresion de este gen en el 67% al 100% de los
aislamientos infectados (Roudbarmohammadi y cols., 2016; Monroy-Pérez y cols., 2012;
Cleary y cols., 2011; Paniagua-Contreras y cols. 2010; Cheng y cols., 2005). Ademas
result6 que las levaduras que expresaron el gen ALS3 presentaron 22.7 veces mas
posibilidad de provocar infeccion que aquellas que no lo expresaron, lo cual sugiere que
este gen, juega un papel importante durante la infeccion. A este respecto, cabe resaltar que
dentro de los ocho miembros que forman parte de la familia de genes ALS, se ha descrito al
gen ALS3 como uno de los mas importantes, debido a que las proteinas Als3 son las que
ademds de actuar como adhesinas, también son invasinas; es decir, que pueden unirse a las
E-cadherinas e inducir la endocitosis por los queratinocitos, penetrar al espesor del epitelio

y dafiarlo. Incluso por su afinidad a las N-cadherinas presentes en las células endoteliales,
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se las ha relacionado con la diseminacion sistémica de este hongo (Cleary y cols., 2011; Liu
y Filler, 2011; Hoyer y cols., 2008; Phan y cols., 2007). Sin embargo, se ha visto que Alsl
y Als5 también pueden actuar como invasinas, pero su eficacia es menor comparada con
Als3 (Sheppard y cols., 2004). Por lo tanto, todas estas propiedades, hacen que este gen sea
un factor de virulencia muy util para Candida albicans durante el proceso de infeccién, lo
cual pudiera explicar el hecho de su mayor expresion en los aislamientos infectados que en

los colonizados (Hoyer y Cota, 2016; Murciano y cols., 2012; Liu y Filler, 2011).

En este punto también cabe resaltar que con base a investigaciones previas, se ha reportado
la adherencia deficiente e incluso la falta de adherencia del hongo al epitelio cuando se
realizan deleciones o mutaciones del gen ALS3 (Liu y Filler, 2011; Zhao y cols., 2004).
Esto sugiere que cuando el hongo expresa este gen hay una mejor interaccién con el

huésped, lo cual podria dar lugar a una infeccién si las condiciones lo favorecen.

Realzando todavia mas el papel que tiene el gen ALS3 durante la infeccion, ya existen
investigaciones in vitro y en murinos donde por medio de anticuerpos que se unen a la
proteina Als3, bloquean la adhesion de Candida albicans al epitelio (Coleman y cols.,
2009; Laforce-Nesbitt y cols., 2008; Spellberg B y cols., 2006); concluyendo que ésta
puede ser un importante blanco terapéutico y que estos anticuerpos pueden se utilizados
como vacunas que protejan contra la infeccién, ya que al no haber adhesion, tampoco puede

haber invasién y por lo tanto no se produciria enfermedad.

Por otra parte, en el presente trabajo se observé la expresion del gen ALS3 en el 24.4% de
los aislamientos colonizados, lo cual no puede ser comparado con otros datos debido a que

ninguno de los estudios realizados sobre este gen considerd aislamientos de C. albicans
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provenientes de un estado de colonizacién, es mds solo se describe su expresion en la
infeccion (Roudbarmohammadi y cols., 2016; Monroy-Pérez y cols., 2012; Paniagua-
Contreras y cols., 2010; Green y cols., 2004). El hecho de que los aislamientos de C.
albicans que fueron tomados de pacientes sin signos de candidosis bucal, expresaran el gen
ALS3, puede ser explicado por varias razones: en primer lugar, recordar que la infeccion es
un proceso y por lo tanto, requiere tiempo para que se presenten las manifestaciones
clinicas; el presente estudio fue transversal, por lo mismo, solo se vio al paciente una vez y
en ese momento no presentaron signos de candidosis bucal; no fue el objetivo hacerles
seguimiento, por lo cual no hubo un registro del desarrollo o no de la enfermedad un
tiempo después. En segundo lugar, se debe tener en cuenta que las proteinas Als3 son
adhesinas importantes para el hongo, entonces puede que hayan sido sintetizadas por el
mismo solo para poder tener una mejor adherencia al epitelio. Por ultimo; lo mas
importante, es tener en cuenta que la infeccidon se da por la interaccién entre factores del
huésped, del microambiente y del microorganismo y en este estudio solo se estdn

considerando factores de la levadura.

Con relacion a la filamentacién, se pudo observar que tanto las levaduras de los
colonizados como de los infectados produjeron filamentos sin diferencias significativas
entre ambos grupos. Si bien la filamentacion es uno de los principales factores de virulencia
del hongo, por si sola, no es suficiente para producir infeccién, ya que en ocasiones las
hifas son utilizadas por C. albicans solamente para una mejor adherencia al epitelio sin
causar dano en el mismo (Gow y Hube 2012; Gow y cols., 2012; Hube 2004). Incluso, la
formacion de filamentos estd influencada por factores del ambiente como el pH o la

temperatura que cuanto mds elevados sean, mayor serd la filamentaciéon (Mayer y cols.,
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2013; Naglik y cols., 2011). En este sentido, puede ser que tanto el pH como la temperatura
de los medios de cultivo hayan influenciado en la formacién de hifas de los aislamientos
estudiados. Ademads, hay que considerar que para que el epitelio se daie, las hifas deben
penetrar profundamente y es aqui donde intervienen las células de defensa del huésped,
principalmente los neutréfilos que son las que bloquean el paso e impiden la formacién y
penetracion de hifas (Mayer y cols., 2013; Gow y cols., 2012; Haung, 2012; Naglik y cols.,
2011). Cabe la posibilidad de que como los pacientes con ERC en su mayoria cursan con
neutropenia (Kato y cols., 2008); el hecho de tener pocos neutréfilos haya conferido al

hongo la capacidad de desarrollar hifas con mayor facilidad.

Siguiendo con los objetivos propuestos, en el presente estudio no se observd diferencias
significativas entre colonizados e infectados en cuanto a la formacién de biopelicula, ya que
en la mayoria de los asilamientos estudiados resulté una ligera produccién de la misma.
Esto difiere de los estudios realizados en muestras aisladas de la mucosa bucal infectada de
pacientes diabéticos, portadores de protesis y con infeccion por VIH, en los que se describe
una produccién moderada y alta de biofilm (Sénchez- Vargas y cols., 2013; Alnuaimi y
cols., 2013; Junqueira y cols., 2011; Dongari-Bagtzoglou y cols., 2009). En este sentido,
cabe resaltar que la biopelicula es una forma que utiliza C. albicans para evadir a los
neutrofilos y evitar ser fagocitadas por ellos (Johnosn y cols., 2016; Tournu y Van Dijck,
2012). Ademas, el biofilm en la mucosa bucal es bastante complejo, ya que esta
conformado no solo por células flingicas, sino también por bacterias de la microbiota bucal
y por células del hospedero como: queratinocitos descamados y polimorfonucleares
(Ganguly y Mitchell, 2011; Dongari-Bagtzoglou y cols., 2009). Por lo tanto, como en estos

pacientes con ERC, ademds de una marcada neutropenia, se ve alterada la funcién
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fagocitica de los neutréfilos (Kato y cols., 2008), pudiera ser que C. albicans no haya
tenido la necesidad de producir tanta biopelicula para generar infeccion. Por otra parte; en
un estudio realizado por Bruder-Nascimento y cols. en el 2014, observaron que de todas las
especies de Candida, 1a especie albicans es la menor productora de biofilm en comparacién
a las no albicans, lo cual también podria ayudar a explicar los hallazgos del presente

estudio; ya que en su totalidad, los aislamientos estudiados fueron de Candida albicans.

Los resultados del presente estudio, no mostraron asociaciéon del gen ALS3 con la
filamentacién, lo cual cae en contradiccién con lo que se reporta en la literatura, donde
mencionan que este gen participa en la formacién de hifas (Thompson y cols., 2011; Naglik
y cols., 2011; Liu y Filler, 2011). Sin embargo; otros estudios han demostrado que la
produccién de filamentos no estd codificada dnicamente por el gen ALS3, sino que hay
otros genes, como el HGC1 y HWPI1 que tienen mayor implicacién en la formacién de
hifas (Fan y cols., 2013; Chauvel y cols., 2012; Thompson y cols., 2011), lo cual sugiere
que probablemente en estos aislamientos la formacion de hifas no esté regulada por ALS3,

sino por otros genes.

Tampoco se observo asociacion entre la expresion del gen ALS3 con la formacién de
biopelicula, lo cual coincide con Bruder-Nascimento y cols. en el 2011, quienes realizaron
un estudio donde la produccion de biofilm no se asoci6 a la expresion del gen ALS3.
Aunque en la literatura se menciona que ALS3 favorece la formacion de biopelicula en sus
estadios iniciales, debido a que se requieren de numerosas adhesinas para empezar a formar
el biofilm (Nailis y cols., 2010; Sellam y cols., 2009; Nobile y cols., 2008). Sin embargo,
otros autores mencionan que la adhesina Als3 es importante para la formacion de biofilm,

pero de superficies inertes y no es imprescindible en la biopelicula de los tejidos vivos
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como si lo son el Berl y el HWP1; ademds el microambiente, en este caso de la mucosa
bucal, puede favorecer la expresion de cualquiera de los genes miembros de la familia ALS
(Dwivedi y cols., 2011; Ganguly y Mitchell, 2011; Nobile y Mitchell, 2006). Entonces,
entendiendo esto, se puede sugerir que la formacién de biopelicula en la mucosa bucal esta
regulada principalmente por otros genes y que cualquier proteina Als puede estar

involucrada en su formacion, no dnicamente Als3.

8. Fortalezas y debilidades

Dentro de las fortalezas del presente trabajo se puede mencionar la novedad que implica el
haber incluido muestras de pacientes colonizados y no s6lo de infectados, para evaluar la
expresion del gen ALS3 y compararla en ambos grupos; asi como también haber
seleccionado a pacientes con ERC en quienes los estudios son poco frecuentes y no todos
se han enfocado en conocer los mecanismos de patogenicidad que utiliza C. albicans en
estos individuos. Finalmente, el haber utilizado la técnica de PCR-TR, en vez de la

convencional, le confiere mayor fuerza a los resultados encontrados.

Entre las limitaciones, se encuentra el reducido nimero de aislamientos provenientes de
pacientes infectados en relacion a los colonizados, lo cual pudo haber influido en la falta de
diferencias significativas en ambos grupos en cuanto a la filamentacién y formacién de
biopelicula. Ademads, el disefio transversal del estudio limité el poder observar si aquellos
pacientes colonizados, en cuyos aislamientos si hubo expresion del gen ALS3, presentaron
en un futuro candidosis bucal. Probablemente el haber considerado solo los factores
microbiol6gicos y no tener en cuentas las caracteristicas clinicas de estos pacientes es una

de las debilidades que se interpone a la hora de entender mejor el proceso de infeccién de
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C. albicans en individuos con ERC. Asimismo, solo considerar al gen ALS3 y no a todos
los de la familia ALS, pudo haber sido una limitante para explicar mejor los mecanismos de

patogenicidad del hongo en la mucosa bucal de estos pacientes.

9. Contribuciones

Dentro de las aportaciones de este trabajo se encuentra la elevada frecuencia de expresion
del gen ALS3 en aislamientos de C. albicans provenientes de pacientes infectados, lo cual
sirve como dato para investigaciones futuras y fortalece la idea de que pudiera ser un

posible blanco terapéutico muy util a la hora de buscar alternativas de tratamiento.
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10. Conclusiones

En conclusion, los resultados del presente estudio, sugieren que la expresion del gen ALS3
tiene una participaciéon importante durante el proceso de infeccion en la mucosa bucal de
los pacientes con ERC, ya que en estado de colonizacién casi no se observd expresion del

mismo.

Asimismo, se puede concluir que todavia falta esclarecer el papel que juegan la
filamentacion y la formacion de biopelicula en el paso de colonizacion a infeccion de C.
albicans en estos individuos, aunque pudiera haber una relacién con la neutropenia y la
alteracion fagocitica de los neutrofilos en estos pacientes, ya que estas células constituyen
la principal linea de defensa contra este microorganismo. Sin embargo, como no se

consideraron varios de los aspectos clinicos, esta es solo una hipétesis.

Finalmente, la falta de asociacion entre el gen ALS3 con la filamentacidon y formacién de
biopelicula sugiere que este gen no es el principal regulador de estos factores de virulencia

en la mucosa bucal, sino que son otros los responsables de la regulacion de los mismos.
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11. Perspectivas

Investigaciones futuras pueden considerar un estudio similar a este, pero en otros
individuos inmunosuprimidos como pacientes diabéticos, infectados por VIH, con cancer o
trasplantados, incluso se podria incluir a individuos sanos colonizados por C. albicans.
También puede tenerse en cuenta la posibilidad de un disefo longitudinal para evaluar si en
los pacientes colonizados que expresan el gen ALS3 desarrollan candidosis bucal en un
periodo considerable. Adicionalemnte, tener en mente que muchos otros genes pudieran
estar involucrados en la patogénesis de C. albicans; por lo tanto, todavia hay mucho por
estudiar y conocer; sin olvidar correlacionar cualquier hallazgo con las caracteristicas

clinicas de los pacientes.
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13. Anexos

ANEXO I. Ficha de recoleccién de datos
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Comparacion de la expresion del gen ALS3, filamentacion y formacion de biopelicula en

aislamientos de C. albicans que colonizan o infectan la mucosa bucal de pacientes con

enfermedad renal créonica en dialisis.

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

N° de expediente: Fecha: / / FOLIO:
I) Datos de identificacion:
Nombre/s y
Apellido/s: Sexo: Edad: afios
Fecha de
nacimiento: / / Peso: Talla: IMC:
II) Datos Demogrdficos:
Estado
civil: Ocupacion: Escolaridad: Afios de estudio (total):
III) Antecedentes de la enfermedad renal cronica (ERC)
Causa de la
ERC: *Diabetes
*Clasificacion Mellitus: Tipo: Tiempo de evolucién:
USRDS
Tipo de didlisis: Tiempo de didlisis: meses
1V) Hdbitos
Tabaco: Cantidad: Frecuencia:
V) Datos de laboratorio:
Proteinas
Fecha: / / Glucosa: Urea: Creatinina: Totales:
Albtiimina: Hemoglobina: Leucocitos Totales:
Linfocitos: % | Hematocrito:

VI) Examen de la mucosa bucal:

Portador de prétesis bucal: Tipo: Localizacidn:

Lesion sugestiva de candidosis bucal: Tipo: Localizacion:
VII) Diagndéstico:

Citologia exfoliativa: Registro N Resultado:

VIII) Antecedentes de

tratamiento antibiotico y antimicdtico:

Recibié tratamiento antibidtico:

Tiempo de uso:

Recibi6 tratamiento antimicotico:

Tiempo de uso:
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IX) Datos microbiologicos

Fecha: / /

Registro N°

Crecimiento 24 hs: Especie de Candida:

Crecimiento 48 hs:

X) Datos fenotipicos:

Formacién de biopelicula

DO 490nm UFC Log;o Cels/ml Cédigo

Capacidad de filamentacion

XI) Datos genotipicos:

Expresion de ALS3
Variable Codificacién
1 Sexo Masculino=1 Femenino=2
11 Estado civil Soltero/a= 1 Casado/a=2 Separado/a= 3 Divorciado/a=4 Viudo/a=5 Unién libre=6 No hay

datos= 7

I Ocupacién Hogar =1 Estudiante=2 Oficio= 3 (campesino, albaiiil, carpintero, obrero, chofer, secretaria,
plomero, dependiente de tienda, dependiente de oficina, jardinero) Profesor= 4 Profesionista=5
(licenciatura de cualquier carrera) Pensionado= 6 Desempleado=7
II | Escolaridad Analfabeto/a=1  Primaria (completa e incompleta)= 2  Secundaria (completa, incompleta e
instruccion técnica)= 3 Bachillerato o Preparatoria= 4 Licenciatura=5
III | Causa de la ERC Nefropatia diabética=1 Hipertension arterial=2 Glomerulonefritis crénica= 3 Enfermedad renal
poliquistica=4 Enfermedad urolégica=5 Otra causa conocida= 6 Causa desconocida=7 Dato
faltante= 8 *Clasificacion USRDS
III | Tipo de didlisis Didlisis peritoneal=1 Hemodidlisis=2
IV | Habitos (Tabaco) No=0 Fumador=1 Ex fumador=2
VI | Portador de prétesis
bucal No=0 Si=1
VI | Tipo de proétesis
bucal Total=1 Parcial=2
VI | Localizacion de
prétesis bucal Superior=1 Inferior=2 Superior e inferior=3
VI | Lesion sugestiva de
candidosis bucal No=0 Si=1
VI | Tipo de candidosis Candidosis eritematosa= 1 Candidosis asociada a prétesis =2  Candidosis pseudomembranosa=3
bucal Queilitis angular=4
VI | Localizacién de Dorso de lengua= 1 Paladar=2 Comisuras bucales=3 Mucosa vestibular=4
candidosis bucal
VII | Citologia exfoliativa | No=0 Si=1
Recibid tratamiento
VII | ATB No=0 Si=1
Recibi6 tratamiento
VII | antimicético No=0 Si=1
G| Formacin de DO 490nm UFC Log; Cels/ml Codigo
biopelicula
No produce <0.10 <0.1x10° 0
Ligeramente 0.11-0.40 0.1-0.75 x 10°
productora 1
Moderadamente 0.41-0.74 0.76-2 x 10°
productora 2
Altamente >0.75 >2x10°
productora 3
X Capac1dad'(?e No=0 Si= 1
filamentacion
XI | Expresién de ALS3 No=0 Si=1
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ANEXO II. Cuantificacion de ARNm Nanodrop® y cdlculo de volumen para obtener
ADNCc de cada muestra.

Muestra ARN éptimo
# ID ARN Unidades 260/280 (1.6-2.0) Volumen/ul
01 MJO3 179,7 ng/ul 1,83 5,6
02 MJo4 181,6 ng/ul 1,92 5,5
03 MJO5 140,2 ng/ul 1,73 7,1
04 MIJO7 116,7 ng/ul 1,94 8,6
05 MIJ18 84,3 ng/ul 1,74 11,9
06 MIJ36 1954 ng/ul 1,86 5,1
07 MJ53 56,9 ng/ul 1,83 17,6
08 MIJ59 195.9 ng/ul 1,86 5,1
09 MlJe6l 140,9 ng/ul 1,74 7,1
10 MJ67 23,3 ng/ul 1,74 42,9
11 MJ72 84,3 ng/ul 1,8 11,9
12 IRCO7 86,1 ng/ul 1,89 11,6
13 IRCI11 50 ng/ul 1,87 20,0
14 IRCI2 107,9 ng/ul 1,89 9,3
15 IRCI15 55,1 ng/ul 1,67 18,1
16 IRC20 196 ng/ul 1,62 5,1
17 IRC33 71,1 ng/ul 1,72 14,1
18 IRC36 - ng/ul - -
19 IRC50 40,1 ng/ul 1,57 249
20 IRCS8 1654 ng/ul 1,91 6,0
21 IRC77 64,4 ng/ul 1,72 15,5
22 KDGI11 30,8 ng/ul 1,72 32,5
23 KDG13 - ng/ul - -
24 KDGI16 123,1 ng/ul 1,76 8,1
25 ATCC 346,7 ng/ul 1,76 2.9
26 MJ02 196,3 ng/ul 1,85 5,1
27 MIOS8 313,3 ng/ul 1,91 3,2
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Muestra ARN oéptimo
# ID ARN Unidades 260/280 (1.6-2.0) Volumen/pl
28 MIJI2 189,3 ng/ul 1,86 5,3
29 M4 161,6 ng/ul 1,83 6,2
30 MIJ15 82,9 ng/ul 1,8 12,1
31 MJ19 233,1 ng/ul 1,67 43
32 MIJ20 246 ng/ul 1,84 4,1
33 M2l 263,7 ng/ul 1,86 3,8
34 MJ22 1724 ng/ul 1,79 5.8
35 MI25 425 ng/ul 1,71 2.4
36 MIJ38 1194 ng/ul 1,84 8,4
37 MIJ39 1354 ng/ul 2,26 7,4
38 MJ41 144.4 ng/ul 1,76 6,9
39 MIJ43 301,2 ng/ul 1,94 3,3
40 MJ44 151 ng/ul 1,7 6,6
41 MJ45 83,6 ng/ul 1,71 12,0
42 MJ46 293,3 ng/ul 1,88 3.4
43 MIJ47 69,5 ng/ul 1,8 14,4
44 MJ48 58,3 ng/ul 1,78 17,2
45 MIJ55 218,8 ng/ul 1,79 4,6
46 MJ62 40,6 ng/ul 1,67 24,6
47 IRC43 2332 ng/ul 1,89 43
48 MJ63 310,9 ng/ul 1,84 3.2
49 MJ74 174,6 ng/ul 1,69 5.7
50 IRCO5 4392 ng/ul 1,81 2,3
51 IRCI10 556,2 ng/ul 1,76 1,8
52 IRC16 170,5 ng/ul 1,85 5,9
53 IRCI18 599,5 ng/ul 1,85 1,7
54 IRC21 299,2 ng/ul 1,91 3,3
55 IRC26 310,5 ng/ul 1,84 3,2
56 IRC28 132 ng/ul 1,79 7,6
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Muestra ARN oéptimo
# ID ARN Unidades 260/280 (1.6-2.0) Volumen/pl
57 1IRC30 117,5 ng/ul 1,71 8,5
58 IRC32 71,3 ng/ul 1,73 14,0
59 IRC37 1374 ng/ul 1,79 7.3
60 IRC40 81,1 ng/ul 1,75 12,3
61 IRC52 132,1 ng/ul 1,86 7,6
62 IRC62 2194 ng/ul 1,87 4,6
63 IRC78 132,1 ng/ul 1,81 7,6
64 IRC80 95,1 ng/ul 1,74 10,5
65 IRC84 5349 ng/ul 1,92 1,9
66 KDGO5 93,7 ng/ul 1,63 10,7
67 KDGI0 361,6 ng/ul 1,94 2.8
68 MIJ56 98,1 ng/ul 1,76 10,2
69 MJ68 53 ng/ul 2,15 18,9
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ANEXO III. Cuantificacién de ADNc mediante Nanodrop® y célculo de volumen para
obtener concentracién de 100 ul para cada muestra

Volumen
Muestra ADNc optimo  Volumen de H,O
# ID ADN Unidades 260/280 (1.6-2.0) de ADNc DEPC
01  MJO3 18564 ng/ul 1,78 5.4 94,6
02 MJo4 1710,1 ng/ul 1,79 5,8 94,2
03 MJOS 1636,2 ng/ul 1,79 6,1 93,9
04  MJO7 1505,9 ng/ul 1,81 6,6 93,4
05 MJI8 1106,1 ng/ul 1,82 9,0 91,0
06 MIJ36 1816 ng/ul 1,79 5,5 94.5
07 MJ53 1040,1 ng/ul 1,82 9,6 90,4
08  MIJ59 1812,8 ng/ul 1,79 5,5 94,5
09 M6l 1674,6 ng/ul 1,79 6,0 94.0
10  MJ67 2290,1 ng/ul 1,82 4.4 95,6
11 MJ72 13244 ng/ul 1,82 7,6 92,4
12 IRCO7 1478,6 ng/ul 1,81 6,8 93,2
13 IRCI1 645,8 ng/ul 1,84 15,5 84,5
14 IRCI2 1428 ng/ul 1,81 7,0 93,0
15 IRCI5 888,7 ng/ul 1,82 11,3 88,7
16 IRC20 1794,1 ng/ul 1,79 5,6 94,4
17  IRC33 1224,1 ng/ul 1,82 8,2 91,8
19 IRC50 847 ng/ul 1,79 11,8 88,2
20 IRC58 1743.,5 ng/ul 1,79 5,7 94,3
21 IRC77 1069,5 ng/ul 1,81 9,4 90,6
22 KDGI11 947.,8 ng/ul 1,82 10,6 89,4
24  KDGI16 1436.,9 ng/ul 1,8 7,0 93,0
25  ATCC 1935,2 ng/ul 1,77 5,2 94,8
26 MJO2 1760,9 ng/ul 1,79 5,7 94,3
27  MJO8 2190,1 ng/ul 1,83 4,6 95,4
28 MIJ12 1747,6 ng/ul 1,79 5,7 94,3
29 M4 1669,6 ng/ul 1,8 6,0 94,0
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Volumen

Muestra ADNc optimo  Volumen de H,O
# ID ADN Unidades 260/280 (1.6-2.0) de ADNc DEPC
30 MIJ15 1359,7 ng/ul 1,81 7.4 92,6
31 MIJ19 1853,4 ng/ul 1,78 5.4 94,6
32 MIJ20 1900,3 ng/ul 1,76 5.3 94,7
33 MJ21 1846,3 ng/ul 1,77 5.4 94,6
34 MIJ22 1655,2 ng/ul 1,79 6,0 94.0
35  MIJ25 2315,8 ng/ul 1,82 4,3 95,7
36  MIJ38 1509,8 ng/ul 1,8 6,6 93,4
37  MI39 1535.9 ng/ul 1,81 6,5 93,5
38  MJ41 1580,2 ng/ul 1,79 6,3 93,7
39 M43 2115,5 ng/ul 1,84 4,7 95,3
40 MJ44 1603,9 ng/ul 1,8 6,2 93,8
41  MJ45 1216,3 ng/ul 1,81 8,2 91,8
42  MJ46 2116,3 ng/ul 1,82 4,7 95,3
43  MJ47 1097 ng/ul 1,82 9,1 90,9
44  MJ48 1040,8 ng/ul 1,82 9,6 90,4
45  MJ55 1831,6 ng/ul 1,78 5,5 94,5
46 MJ62 1341 ng/ul 1,81 ) 92,5
47 IRC43 2194,1 ng/ul 1.82 4,6 95,4
48  MJ63 2099,2 ng/ul 1,82 4,8 95,2
49 MJ74 1621,8 ng/ul 1,8 6,2 93,8
50 IRCO5 2296,8 ng/ul 1,81 4.4 95,6
51 IRC10 2412,5 ng/ul 1,82 4,1 95,9
52 IRCl16 1658 ng/ul 1,81 6,0 94,0
53 IRCI18 24629 ng/ul 1,82 4,1 95,9
54 IRC21 2191,3 ng/ul 1,82 4,6 95,4
55 IRC26 2191,2 ng/ul 1,81 4,6 95.4
56 IRC28 1513,3 ng/ul 1,81 6,6 934
57 IRC30 13274 ng/ul 1,8 7,5 92,5
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Volumen

Muestra ADNc optimo  Volumen de H,O
# ID ADN Unidades 260/280 (1.6-2.0) de ADNc DEPC
58 IRC32 12527 ng/ul 1,82 8,0 92,0
59 IRC37 1507,5 ng/ul 1,81 6,6 93,4
60 IRC40 1214,5 ng/ul 1,82 8,2 91,8
61 IRC52 1484,1 ng/ul 1,81 6,7 93,3
62 IRC62 1805.9 ng/ul 1,77 5,5 94.5
63 IRC78 1533,1 ng/ul 1,8 6,5 93,5
64 IRC80 1327,8 ng/ul 1,81 7,5 92,5
65 IRC84 2389.,6 ng/ul 1,82 4,2 95,8
66 KDGO5 1433.3 ng/ul 1,78 7,0 93,0
67 KDGI10 2226,7 ng/ul 1,82 4,5 95,5
68  MIJ56 1449,2 ng/ul 1.81 6,9 93,1
69 MIJ68 981,8 ng/ul 1.83 10,2 89,8
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ANEXO IV. Expresion relativa del gen ALS3 en 66 aislamientos de C. albicans en grupos
infectados y colonizados.

Infectados Colonizados
(n=25) (n=41)
Cuantificacion Cuantificacion
Muestra relativa Muestra relativa
ATCC 1,00 ATCC 1,00
1 3,549 26 0,703
2 4,095 27 5,369
3 13,612 28 0,785
4 45,474 29 0,349
5 172,125 30 0,177
6 32,137 31 0,140
7 4,241 32 0,085
8 10,081 33 0,062
9 5,615 34 0,069
10 2,099 35 0,050
11 0,428 36 0,314
12 11,962 37 0,269
13 3,309 38 0,201
14 2,624 39 0,370
15 2,238 40 0,237
41 0,281
42 0,472
43 0,438
44 0,622
45 1,938
68 11,480
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Infectados Colonizados
(n=25) (n=41)
Muestras Cuantifi.caci(’)n Cuantifi.caci(’)n
relativa Muestras relativa
ATCC 1,00 ATCC 1,00
16 0,826 46 1,118
17 1,154 48 0,818
19 4,030 49 0,755
20 2,808 50 0,253
21 1,736 51 0,093
22 1,414 52 0,315
44 0,645 53 0,567
47 2,195 54 0,438
67 10,696 55 0,672
69 19,114 56 0,262
57 0,144
58 0,230
59 1,920
60 0,754
61 1,150
62 1,059
63 1,743
64 9,965
65 0,715
66 2,194
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