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vulvovaginal

RESUMEN

Candida albicans, es el principal agente causal de la candidiasis vulvovaginal recurrente
(VVCR), las cepas de candida aisladas de pacientes con VVCR presentan una alta resistencia a la
terapia convencionalmente usada para su tratamiento por lo tanto, como alternativa terapéutica
han sido estudiados péptidos antimicrobianos de amplio espectro, dentro de los cuales esta la

catelicidina humana LL37.

Este trabajo tuvo como objetivo evidenciar el efecto antifungico in vitro e in vivo de péptidos
andlogos derivados del LL37, en levaduras del género Candida. Para observar este efecto
anti-Candida de los péptidos analogos al LL37, se estudiaron 14 aislamientos clinicos

provenientes de pacientes con VVCR, asi como también en 4 cepas de referencia. Se realizo
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curvas de crecimiento y la técnica de microdilucion en caldo, para determinar la concentracion
minima inhibitoria de los péptidos, el fluconazol y los péptidos en sinergia con el fluconazol.
Ademas se realizd6 microscopia electronica de transmision y de fluorescencia para ver la
afectacion estructural de Candida albicans ATCC 10231 frente a los péptidos y por ultimo se
realizdé un modelo in vivo de candidiasis sistémica para evaluar la eficacia de los péptidos en

ratones.

Los péptidos andlogos al LL37 estudiados presentaron un efecto promisorio anti-Candida y un
destacado efecto sinérgico cuando estos péptidos fueron asociados al fluconazol; a nivel
estructural los péptidos lograron la destruccion de pseudohifas de C. albicans ATCC 10231. Por
lo cual se demostré que estos péptidos se pueden usar como alternativa terapéutica o para

complementar los tratamientos actuales de VVCR.

Palabras clave: Candidiasis vulvovaginal recurrente, resistencia antifungica, fluconazol, LL37,

Candida albicans.
Estudiantes: Karem Juliette Guzmén Torres y Wendy Daniela Mejia Contreras
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Instituciones: Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, Universidad del Rosario.

Fecha: Mayo de 2022
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1. INTRODUCCION

La candidiasis representa una de las infecciones fungicas mas frecuentes en pacientes
hospitalizados o con alteraciones en su sistema inmunologico'. En Colombia la candidiasis es
una causa frecuente de infeccibon en personas tanto inmunocompetentes como
inmunocomprometidas, entre ellas, la infeccion del torrente sanguineo o candidiasis invasiva
especialmente a nivel intrahospitalario, donde representa aproximadamente el 80% de
infecciones micoticas en UCI, con una mortalidad alrededor del 40% *. Por otra parte, la
candidiasis vulvovaginal es una de las infecciones mas frecuentes en mujeres, donde la mayoria
de estas infecciones son ocasionadas por C. albicans, ademas, en los ultimos afos los
porcentajes de incidencia de Candidiasis vulvovaginal (CVV) y candidiasis vulvovaginal

recurrente (CVVR) en mujeres de todo el mundo han aumentado considerablemente °.

La CVV se ha convertido en un problema de salud publica debido a su prevalencia, recurrencia y
dificil tratamiento, lo cual repercute de manera significativa en la calidad de vida de las mujeres
3. uno de los factores mas importantes de C. albicans es su resistencia adquirida a diferentes
antifingicos utilizados comunmente en el tratamiento de estas micosis, su resistencia esta
asociada a la expresion de diversos factores de virulencia que conllevan al fracaso terapéutico
generando un aumento significativo de diferentes tipos de candidiasis clinica desde micosis
superficiales hasta micosis invasoras o sistémicas lo cual genera gran impacto en el sistema de la

salud y en la calidad de vida de los pacientes °.

Actualmente, se estdn desarrollando nuevas estrategias terapéuticas que puedan sustituir o
complementar los tratamientos convencionales para lograr reducir estas cifras, basadas en el uso
de los péptidos antimicrobianos (PAM). Los péptidos antimicrobianos, son moléculas producidas
por una variedad de organismos como mecanismos de defensa, han recibido una atencion
considerable en los ultimos afios debido a sus caracteristicas antimicrobianas contra
microorganismos patdgenos y también importantes funciones en el sistema inmune "*. Las

catelicidinas son una familia de péptidos distribuida ampliamente en mamiferos; en humanos
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solo se ha identificado el péptido catelicidina humana LL37, el cual presenta propiedades
antimicrobianas debido a su actividad citotoxica mediante la interaccion con la membrana celular
y la formacién de poros en la membrana que produce una alteracion de la permeabilidad de la

membrana,causando la fuga de componentes celulares y la muerte celular *'°.

Por consiguiente, el presente estudio tiene como objetivo analizar el comportamiento de los
aislamiento clinicos de candidiasis vulvoginal y de cepas de referencia del género Candida frente
a la exposicion de cuatro péptidos andlogos al LL37. Con el fin de aportar informacidon acerca
del efecto antimicrobiano de los péptidos que permita desarrollar nuevas alternativas terapéuticas
que puedan usarse para el tratamiento de micosis humanas, mejorando la calidad de vida de las
mujeres, y asimismo, contribuir al estudio de enfermedades infecciosas hacia la comunidad

cientifica.
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2. ANTECEDENTES

La candidiasis vulvovaginal es una enfermedad muy prevalente que afecta a muchas mujeres en
edad fértil, y es causada por diferentes especies del género Candida siendo la mas comun

! Existen diversos estudios en los cuales se destaca la capacidad de los

Candida albicans
péptidos antimicrobianos secretados por células epiteliales para inhibir el desarrollo y
crecimiento de diferentes microorganismos, estos péptidos comprenden tres grupos principales
que son las B-defensinas de las cuales existen 4 tipos (HBD-1, -2, -3 y -4), las histatinas, y las

catelicidinas y de la cual, solo se ha identificado una en el ser humano que es el LL-37".

En el afio 2015, se llevd a cabo un estudio, realizado por Scarsini et al *, que consiste en la
actividad antifingica in vitro de la catelicidina LL-37 y BMAP-28 contra Candida spp, donde se
determiné la actividad antimicrobiana para la cual se usaron células de Candida planctonicas,
mediante el método de susceptibilidad en microdilucidon y microscopia de fluorescencia en cepas
de Candida con formacion de biopelicula. Los resultados demostraron que el péptido LL37 fue
menos eficaz que BMAP-28 ya que su rango de MIC en las células planctonicas fue de 4 a >64
uM; sin embargo el LL-37 logré evitar la formacion de biopelicula, al inhibir la adhesion celular

a superficies de poliestireno y silicona de células de Candida.

Por otro lado, la prevalencia de C. albicans en el ambito clinico se debe principalmente a la
resistencia a los tratamientos usados convencionalmente, como lo son los azoles y los polienos
usados como tratamiento de primera linea. Se han descrito diferentes mecanismos de resistencia
como la formacion de biopelicula, el estrés oxidativo celular, disminucioén de la permeabilidad
celular, la expresion de bombas de eflujo como Mdrl, Cdrl y Cdr2, asi como también, la
modificacion o mutacion de la enzima diana del fluconazol (FCZ) ERG11 asociada a la sintesis
de ergosterol de la célula fungica '*. En cuanto a la expresién de bombas de eflujo, en el afio
2015 Wang et al °, determind en el estudio, que las mutaciones en el factor de transcripcion (TF)
Mrr2 (regulador 2 de resistencia a multiples farmacos) encargado de la expresion del gen

transportador ABC CDRI estan asociadas a la resistencia al FCZ. Se analizaron 20 aislamientos
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clinicos de C. albicans resistentes al FCZ y 10 aislamientos sensibles. Como resultado se
observo una sobreexpresion de CDRI1 en los aislamientos resistentes a FCZ, asimismo, se
generaron cepas recombinantes con el gen Mrr2 mutado, lo cual contribuyo a una expresion de
CDRI1 seis veces mayor que en las cepas no mutadas asi como también, presentaron una
resistencia ocho veces mayor a FCZ. Por lo tanto, Mrr2 tiene una funcion esencial en la
regulacion de la expresion de Cdrl de las bombas de eflujo de diferentes farmacos y media la

resistencia de Candida a FCZ.

Uno de los factores mas importantes en el estudio de péptidos como posibles tratamientos, es la
posibilidad de obtener péptidos sintéticos o analogos que cumplan las mismas funciones
bioldgicas que los péptidos originales pero que a su vez, puedan ser optimizados para mejorar su
actividad ', Luo et al ", en un estudio del afio 2017, compar6 la bioactividad y el efecto
inhibitorio o de prevencion de biopeliculas del péptido LL37 y dos péptidos analogos a este,
KE-18 y KR-12 frente a C. albicans, Staphylococcus aureus y Escherichia coli. La
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) se realiz6 mediante el ensayo de difusion radial.
También se realizo un ensayo hemolitico para determinar la citotoxicidad de los péptidos frente a
eritrocitos humanos. En el estudio, se demostré6 mediante software de prediccion in silico que la
modificacion del péptido LL37 mejoraba la relacion hidrofobica de KE-18 y KR12. En cuanto a
la inhibicién de biopelicula, LL37 fue eficiente para la prevencion y en menor medida en la
inhibicion de formacion de biopelicula en C. albicans y E. coli pero no en S. aureus. Mientras
que el péptido KE-18 produce mayor efecto biocida frente a los tres microorganismos
analizados. Por otra parte, ninguno de los péptidos mostré actividad citotoxica significativa, ni

siquiera en la concentracion mas alta (175 ug/ ml).
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3. MARCO REFERENCIAL

3.1 Generalidades del género Candida spp

El género Candida spp., abarca una gran variedad de microorganismos unicelulares perteneciente
al Phylum Ascomycota que comprende mas de 200 especies muy heterogéneas, crecen como
levaduras pero la mayoria de las especies poseen la capacidad de desarrollar filamentos como
hifas y pseudohifas por lo cual son consideradas polimorfas. Se reproducen sexual o
asexualmente y crecen facilmente en el laboratorio en medios de cultivo habituales y se

identifican por su morfologia microscopica y por sus propiedades bioquimicas ',

Las especies de Candida generalmente son hongos comensales que residen en la piel humana, las
superficies mucosas, el tracto gastrointestinal y el aparato respiratorio asi como también, pueden

"y en el medio ambiente. No

establecerse en objetos inanimados como dispositivos médicos
obstante, diversos cambios en el hospedador proporcionan condiciones Optimas para que estos
hongos oportunistas causen una gran variedad de infecciones tanto superficiales como invasivas,
sistémicas y muy peligrosas especialmente en pacientes inmunocomprometidos *. Aunque,

actualmente las especies Candida spp, se aislan con mayor frecuencia en el ambito clinico, C.

albicans sigue siendo la mas comun y la que tiene mas implicaciones en enfermedades humanas

21

3.2 Factores de virulencia del género Candida spp.

La patogenicidad de estos microorganismos esta relacionada con sus diversas propiedades de
virulencia que facilitan la adherencia y colonizacion de tejidos y contribuyen en la evasion de las
defensas del huésped?'. Los principales factores de virulencia que presentan las especies Candida
spp, son: la expresion de bombas de eflujo, las cambios fenotipicos, en la lisis de macrofagos en
la invasion de células epiteliales, asi como también, la secrecion de enzimas hidroliticas como

proteasas y fosfolipasas; ademas como se muestra en la figura 1 las especies de Candida tienen
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la capacidad de hacer una transicion morfologica que se ha visto implicada en la formacion de

biopeliculas en diferentes tejidos y dispositivos médicos * .

La formacion de biopeliculas representa uno de los factores mas importantes en la patogenia de
C. albicans, este proceso comienza con la adhesion celular a un sustrato bidtico o abidtico,
posteriormente, se da el crecimiento y la proliferacion celular, después se produce el desarrollo
de formas filamentosas (hifas o pseudohifas) y simultdneamente se forma la matriz extracelular
compuesta por exopolisacaridos, hidratos de carbono, proteinas, acidos nucleicos, fosfatos y
acido turico producidos por las células que forman la biopelicula, dando como resultado una
densa red de células levaduriformes y filamentosas que se van desprendiendo de la biopelicula

para asi colonizar nuevos lugares >,

[ 1
' Activacion de genes de !
: polimorfismo :

y senalizacion celular
N—>

? @
QOQ .

Levadura

Levadura

Eo

Adhesion Biopelicula

Figura 1. Mecanismo de formacién de Biopelicula y activacion de polimorfismo de la levadura Candida

albicans.

Estas biopeliculas causan problemas clinicos importantes puesto que confieren resistencia contra
la terapia antifingica usada para tratar las micosis humanas, esto principalmente debido a que la
matriz protege las células de las condiciones adversas, limitando la penetracion de los farmacos y

evadiendo el sistema inmune del huésped *°.
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3.3 Candidiasis vulvovaginal

La candidiasis vulvovaginal es una enfermedad inflamatoria aguda del tracto reproductor
femenino causada por especies de Candida, principalmente por el hongo oportunista C. albicans
que habitualmente hace parte de la microbiota humana normal de la vagina. La CVV es la
infeccion por Candida mas prevalente y después de la vaginosis bacteriana es considerada la
segunda infeccion vaginal mas comun, infecta alrededor del 80% de las mujeres en edad

reproductiva por lo menos una vez en la vida .

Respecto a la presentacion recurrente de esta micosis conocida como CVVR, se define como la
presencia de 3 o mas episodios sintomaticos en un periodo de un afio, afecta aproximadamente el
9% de las mujeres a nivel mundial y en comparacion con la candidiasis invasiva y oral, la CVVR
es un enfermedad que afecta a mujeres inmunocompetentes, es decir, con su sistema
inmunoldgico en condiciones adecuadas’’. Por otra parte, los factores predisponentes son
variados: factores genéticos, hormonales, desequilibrio de la microbiota normal, uso de
antibidticos, alteracion del pH, el embarazo y enfermedades como la diabetes mellitus y causas
idiopaticas **. Esta micosis impacta negativamente la calidad de vida de las mujeres puesto que
afecta su desempefio social, laboral y personal *°.

En cuanto a las manifestaciones clinicas, la CVV y la CVVR se caracteriza por prurito vulvar,
ardor, disuria y secrecion vaginal blanca o grisacea y grumosa que estd compuesta por el tejido
desprendido, células del sistema inmune, levaduras y fluido vaginal. Los sintomas a menudo se
informan como leves, sin embargo, los mecanismos de resistencia intrinsecos y adquiridos de las
especies de Candida, dificultan el tratamiento por lo cual, se requiere el uso prolongado de

antimicoticos o el uso de otras alternativas terapéuticas como los supositorios vaginales ***'.
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3.4 Epidemiologia de la candidiasis vulvovaginal

La CVV es muy comun en mujeres adultas, especialmente entre los 20 y 40 afos, y se estima que
a una edad de 25 afios al menos el 50 % de las mujeres ya ha tenido algun episodio sintomatico
de CVV, en cuanto a las mujeres premenopausicas, el 75% habra presentado al menos un
episodio de CVYV, asi mismo, se calcula que el 5 -8 % de las mujeres adultas presentara CVVR
2 Sin embargo, los datos epidemiologicos son inexactos debido a que la mayoria son
obtenidos a partir de informes y diagndsticos médicos generales, ya que en Colombia no es una
enfermedad de notificacion obligatoria en el pais motivo por el cual, no se realiza vigilancia y
control de forma periodica, adicionalmente, se presentan limitaciones y errores en el diagnostico
ya que usualmente puede confundirse clinicamente con la vaginosis bacteriana. Aunque
C.albicans, es el agente etioldgico més prevalente con cerca del 90% de los casos de CVV,

actualmente se ha evidenciado un aumento significativo de las distintas especies no albicans

(NAC). Entre ellas C.glabrata es considerada la segunda causa principal de CVV 32,

3.5 Tratamiento de la candidiasis vulvovaginal

La candidiasis vulvovaginal puede clasificarse como no complicada, que se manifiesta en el 90%
de los casos, o complicada, que esta presente en el 10% de los casos. Actualmente esta
enfermedad es tratada con antifungicos tdpicos y orales especialmente medicamentos de la
familia de los azoles. En el caso de candidiasis no complicada el tratamiento puede ser con
antimicdticos topicos una dosis oral unica de 150 mg de fluconazol o una dosis de corta duracion
por 3 dias, y ambos logran una respuesta > 90%. Para la candidiasis vulvovaginal complicada se
puede administrar por via intravaginal agentes topicos durante 5-7 dias o por via oral con 150 mg

de fluconazol cada 72 horas en 3 dosis 3#*>3637,

Para la CVVR se recomienda iniciar el tratamiento de induccién con un agente topico o
fluconazol oral durante 10 a 14 dias, seguido de 150 mg de FCZ una vez a la semana durante al
menos 6 meses; esta dosificacion logra el control de los sintomas en el 90% de los pacientes. Si

el tratamiento con fluconazol no es viable, se puede utilizar crema tdpica de clotrimazol 200 mg
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dos veces por semana, un supositorio vaginal de clotrimazol 500 mg una vez a la semana u otro
tratamiento antifingico oral o topico intermitente como los nuevos derivados triazélicos como el

albaconazol, que tiene espectro de accidon sobre levaduras y puede administrarse por via oral.

34,35,36, 37.

3.6 Resistencia a los antifungicos

En los ultimos afios se ha observado que infecciones causadas por C. albicans, han tenido
aumento significativo, esto directamente relacionado al aumento de pacientes con céncer,
pacientes trasplantados, aquellos internados en unidades de cuidados intensivos (UCI) y en todos
aquellos que presenten alteraciones del sistema inmunoldgico incluyendo los pacientes con
VIH/sida.; Es importante resaltar el aumento en la aparicion de resistencia a diferentes
antifungicos de cepas de C. albicans como no albicans prevalentes en Colombia, lo que ha
dificultado el éxito terapéutico. En el caso de las mujeres con CVV la resistencia estéa relacionada
debido a que muchas mujeres que son tratadas por candidiasis vulvovaginal suspenden el
tratamiento prescrito por el médico en el momento en que hay desaparicion de los sintomas o se
automedican al momento de padecer una infeccion vaginal. El aumento en la resistencia a los
antifungicos por parte de C. albicans, sin duda la convierte la candidiasis vulvovaginal en un
problema de salud publica que se encuentra en constante aumento afectando considerablemente

la calidad de vida de las mujeres ***°.

3.7 Péptidos antimicrobianos

Son moléculas que en su mayoria son catidnicas con regiones hidrofobicas, caracteristica que les
confieren accion antimicrobiana; estos péptidos participan en la defensa frente a la invasion
patogena por parte de agentes extrafios. Ademas son moléculas efectoras producidas como
mecanismo de defensa del sistema inmune. Los PAM han obtenido gran atencién en las Gltimas
dos décadas debido a su promisorio mecanismo de accion en la defensa contra microorganismos

intrusos y ademads tienen importantes funciones inmunomoduladoras a través de una gran red de
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interacciones entre la inmunidad innata y adquirida, estos péptidos son producidos por gran

variedad de organismos vivos: plantas, animales y humanos *.

Sus caracteristicas comunes se basan primero, en que tienen carga positiva debido a su gran
variedad de aminodcidos bésicos y segundo, la mayoria de los aminoacidos que los constituyen
son hidrofébicos. Aunque ya se han determinado las diferentes funciones de los PAM como su
respuesta al dafio tisular y su actividad inmunoreguladora donde estos atraen células
inflamatorias como los neutrofilos, los linfocitos B y los macrofagos, ademas de la activacion de
células epiteliales que liberan citoquinas pro-inflamatorias como IL-8, IFN-y y IL-6. Su funcion
microbicida tiene gran relevancia debido a su mecanismo de accion frente a diferentes
microorganismos. En los humanos existen tres grandes familias de estos péptidos que son las

catelicidinas, las defensinas y las histatinas *-

3.7.1 Defensinas

Se caracterizan por ser péptidos catidonicos que son ricos en argininas y contienen 6 residuos de
cisteina que estan unidos por puentes disulfuro los cuales son caracteristicos de éstas. Las
defensinas constituyen el tipo de PAM mas amplio y estudiado; se divide en dos familias de
acuerdo a la ubicacion de sus puentes disulfuro en alfa defensinas y Beta defensinas, su papel
principal se basa en la lisis directa de microorganismos debido a la interaccion entre el péptido
catidnico y la membrana anidnica de un microorganismo mediante la atraccidon electrostatica,
seguido de un proceso de permeabilizacion de la membrana donde se da la formacion de poros
en la membrana debido a la incorporacion de los péptidos y al final la lisis celular por choque

osmotico. ¥.

3.7.2 Histatinas

Son una familia de péptidos que se encuentra comunmente en la saliva humana y se caracterizan

por ser péptidos catidonicos ricos en histatinas. Este péptido presenta actividad antimicrobiana
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principalmente en hongos, por medio de la inactivacion de 6rganelos como la mitocondria y la

alteracion de la permeabilidad celular *'.

3.7.3 Catelicidinas

Las catelicidinas son péptidos antimicrobianos que pertenecen a la familia anfipatica cationica,
se caracterizan por presentar un dominio catelina conservado y un dominio catidénico C-terminal
variable que le permite interactuar con las membranas microbianas mediante interacciones
i6nicas y anfipaticas. Estos péptidos tienen actividad contra diversos microorganismos y ademas

actia en cicatrizacion de heridas, regulacion del cancer y algunas funciones proinflamatorias **.

3.7.3.1 Péptido LL-37

En humanos sélo se encuentra una catelicidina que es el LL-37, que es producida por varias
células epiteliales, leucocitos, queratinocitos, melanocitos, neutroéfilos, células de médula osea,
mastocitos, glandulas salivales, entre otras. El LL-37 es perteneciente a la clase de PAM
helicoidales alfa, debe su nombre a su longitud total de 37 aminoacidos con dos residuos
principales de leucina, LL-37 se encuentra en diferentes concentraciones en diferentes tipos de
células, tejidos y fluidos corporales. Sus funciones principales son la sefializacion molecular, sus
propiedades de union a lipopolisacdridos, su participacion en la angiogénesis y la cicatrizacion

de heridas y su uso como antibiotico ***°

El LL-37 en condiciones fisiologicas actia mediante la creacion de poros toroidales (Figura 2)
causando la salida de las moléculas de la célula, y por ende la muerte celular. Esto se debe a que
el LL-37 es una molécula catidnica con estructura hélice alfa que es de caracter anfipatico, en
donde el extremo que es hidrofobico esta cubierto de aminoacidos especialmente fenilalanina, lo
cual le confiere al péptido una carga positiva que le permite interactuar con lipopolisacaridos de

la membrana celular u otros componentes que estan cargados negativamente *°- /.
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Interaccion entre PAM y membrana celular
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Figura 2. Mecanismo de acciéon del LL-37.

Una vez el LL-37 interactia con la membrana celular del microorganismo, se empieza a
desestabilizar la bicapa de fosfolipidos generando una curvatura, debido a que los fosfolipidos se
flexionan internamente llevando a cabo la formacion del poro toroidal que conduce a la salida de

material intracelular y a la muerte celular **%

3.8 Diseiio de péptidos antimicrobianos

Los PAM pueden interactuar con las membranas de los microorganismos para inducir la muerte
celular, mediante la carga, estructura de los componentes de la membrana externa como
lipopolisacaridos, composicion de los lipidos y presencia de un potencial electroquimico en la
membrana citoplasmatica. Sin embargo estos factores también son el desencadenante del

surgimiento de la resistencia a los PAM, adicionando el hecho de que el estrés y los factores
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ambientales pueden influir en los microorganismos para generar resistencia; no en una magnitud
como se ve hoy en dia frente a la resistencia a los antibidticos, pero si es una problematica a la

cual se le puede dar una solucion™.

La estructura del LL37 puede servir como molde para el disefio de nuevos péptidos
antimicrobianos esto con el fin de potenciar la actividad antimicrobiana, hacer los péptidos mas
resistentes a la degradacion por proteasas, y evadir la resistencia a los PAM que hasta el
momento Unicamente ha sido reportada en bacterias. El grupo de investigacion REMA de la
Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca se ha encargado del disefio de péptidos
antimicrobianos tomando como plantilla el LL-37, el cual sufrié cambios descritos en la figura 3
tales como acortamiento en la secuencia y la adicion de aminoacidos cargados y aminoacidos
D. Lo cual evita la degradacion por proteasas, resolviendo asi un problema muy comin en
péptidos como el LL-37 que al ser de cadena larga son susceptibles a la degradacion por
proteasas. Ademads con estas modificaciones se potencia la actividad anti biopelicula lo cual es
de gran utilidad en contra de microorganismos formadores de biopelicula como lo son las

especies del género Candida*®'

Modificaciones al péptido LL-37

LL37 LLGDFFRRSKERIGREFKRIVORIRDFLRNLVPRTES
LL37-1 GRKSAKKIGKRAKRIVQRIKDFLR
ACLL37-1 -RKSKERIGKEFKRIVQRIKRDFLR

Acetilacion N-terminal

ACLL37-2 GRKSAKKIGRKRAKRIVQRIKDFLR
Acetilacion (N-terminal)

DLL37-1 (d-PHE) GRKSAKKIGKRAKRIVQRIKD (d-F)LR
Acetilacion (N-terminal)

Figura 3. Modificaciones realizadas al LL37.
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4. MARCO METODOLOGICO

4.1 Diseiio metodoldgico

Tabla 1 Diseiio metodologico

Tipo de investigacion ~ Cuantitativa
Alcance Semi-experimental
Universo Mujeres en edad fértil

Poblacion Objeto de Mujeres con diagnoéstico de candidiasis vulvovaginal que asistieron al
estudio servicio de consulta externa de la clinica en estudio.

Aislamientos clinicos de C. albicans provenientes de mujeres con
diagnéstico confirmado de CVVR y las cepas de referencia C. albicans
ATCC 10231, C. tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC 6258 y C.
parapsilosis ATCC 22019.

Muestra

4.2 Materiales y métodos

Este proyecto es un analisis semiexperimental que determina la actividad in vitro e in vivo de los
péptidos analogos derivados de LL-37 frente a 14 aislamientos clinicos y 4 cepas de referencia
de Candida. Para determinar dicha actividad se hicieron estudios de Concentracion Inhibitoria
Minima (CIM) de los péptidos a diferentes concentraciones, junto con el FCZ con el proposito de
observar el efecto sinérgico y la eficiencia de estos en la inhibicion total (efecto fungicida), o
parcial (efecto Fungistatico) frente a esta levadura; ademas se realizaron estudios de sobrevida
con curvas de letalidad, microscopia de fluorescencia, microscopia de transmision y se determind
la actividad in vivo de los péptidos frente a Candida albicans ATCC 10231 empleando un
modelo murino en el que se realizaron conteos de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) y

estudios de histopatologia de los 6rganos de los ratones.
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Como cepas de referencia fueron utilizadas C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis ATCC 750,
C. krusei ATCC 6258 y C. parapsilosis ATCC 22019. Los aislamientos clinicos fueron obtenidos
del Laboratorio del Grupo de Estudios en Microbiologia Traslacional y Enfermedades
Emergentes (MICROS) de la Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad del
Rosario y se mantuvieron criopreservados a -80°C, 24 horas antes de realizar los experimentos
estos fueron cultivados en medio agar Sabouraud dextrosa a 35° C. Los estudios in vitro fueron
realizados en el laboratorio de microbiologia molecular de la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca (grupo de investigacion REMA), exceptuando la microscopia electronica de
transmision realizada en la Fundacién Santa Fe de Bogota y la microscopia de fluorescencia
realizada en la Universidad del Rosario. Por ultimo los estudios in vivo se hicieron en las
instalaciones del bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la
Universidad Nacional de Colombia y los estudios de histopatologia se llevaron a cabo por la

empresa Patologia Bogota S.A.S.

4.2.1 Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento se establecieron mediante inoculacion de cultivos procedentes de 4 de
los 14 aislamientos clinicos en medio RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific, USA) a escala 0.5
McFarland obtenida mediante una densidad optica de 0.08 a 0.1 que determina 1x10°8 UFC/mL
mediante la lectura en el espectrofotometro Genesys a una longitud de onda de 600 nm.
Posteriormente, para determinar la actividad antifiingica de los 4 péptidos analogos de LL37 ( L,
D, ACI1, AC2), se usaron 3 concentraciones distintas de cada péptido (2,5 uM, 5 uM, 10 uM),
frente a 4 aislamientos clinicos. Se procedié a inocular en las placas por cada pozo 270 ul de
cada péptido diluido en medio RPMI 1640 mas la adicion de 30 ul del in6culo de la levadura,
como control de esterilidad se utilizé6 medio RPMI 1640 sin péptido y sin indculo de Candida.
Con el fin de determinar la reproducibilidad en cada ensayo, cada uno fue montado por

triplicado. Para la obtencion de las curvas de crecimiento se uso el equipo BioScreen C a una

26



temperatura de 36°C y una agitacion constante durante 48 horas, con intervalos de medicion de

las densidades Opticas cada hora a una longitud de onda de 600 nm.

4.2.2 Microdilucion en caldo (MIC)

Se realizd los indculos de los cultivos procedentes de los 14 aislamientos clinicos y de las 4
cepas de referencia en agua destilada esteril a escala 0.5 McFarland obtenida mediante la lectura
de densidad optica en el densitometro (DensiCHEK Plus) que proporcioné el valor de la

densidad oOptica en unidades de McFarland (0.5).

Para determinar la MIC de los 4 péptidos andlogos de LL37 y la sinergia con FCZ. Se prepar6
los péptidos mediante diluciones seriadas a concentraciones de 100 uM, 50 uM, 25uM,12.5uM
,6.25 uM, 3.125 uM, 1.56uM, 0.78uM y el FCZ (Pfizer, NY, USA) se prepar6 también por
medio de diluciones seriadas a concentraciones de 64 pg/ml, 32 pg/ml, 16pg/ml, 8 pu/ml, 4

pg/ml, 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0.5ug/ml, 0.25 pg/mly 0.125 pg/ml.

En una placa de microtitulacion por triplicado, se coloco en cada pozo las diluciones seriadas del
péptido y se agregd el indculo de la cepa a estudiar. También por triplicado, se hizo el ensayo de
sinergia agregando en cada pozo las diluciones del péptido, las diluciones del FCZ y indculo de
Candia a estudiar. Por ltimo en la misma placa de microtitulacion en cada pozo por duplicado,
se colocd las diluciones del FCZ y el indculo de candida teniendo asi en cada pozo una
suspension de Candida mas una concentracion especifica de FCZ para determinar la MIC de

FCZ frente a Candida.

Una vez se hizo el montaje experimental se dejo las placas de microdilucion a 37 °C durante 24
horas, y finalmente se determino la concentracion inhibitoria minima de los péptidos a diferentes
concentraciones y la eficiencia de estos en la inhibicion total (efecto fungicida), parcial (efecto

Fungistatico) frente a esta levadura, y el efecto de sinergia junto con el FCZ.
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4.2.3 Microscopia de Fluorescencia

Se emplearon levaduras C. albicans ATCC 10231 que fueron sometidas a concentraciones de
(2,5 uM, 5 uM, 10 uM) de los 4 péptidos andlogos de LL37 ( L, D, AC1, AC2), durante 24 horas
a 37 °C en medio RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific, USA) tamponado con MOPs (Sigma,
Aldrich, USA) 0,16 M. Después de esto, las células que se trataron se lavaron con los péptidos y
las no tratadas con PBS pH 7,2, se fijo las células con paraformaldehido (Sigma, Aldrich, USA)
al 4% en PBS por 30 min, adherido a cubreobjetos de vidrio previamente cubierto con
poli-l-lisina y tefiido con Calcofluor-White (Sigma, Aldrich, USA) 1 mg/mL por 5 min. Los
cubreobjetos se lavaron y se montaron en una solucion de galato de n- propilo (Sigma, Aldrich,

USA) (1%) y se observaron al microscopio de fluorescencia.

4.2.4 Microscopia electronica de transmision

Se utiliz6 C. albicans ATCC 10231 tratada 24 h con los péptidos analogos (L, D, AC1, AC2) las
células se fijaron con glutaraldehido al 2,5% en tampon cacodilato 0,1 M (pH 7,2) durante 2 h a
temperatura ambiente. Post-fijacion se llevaron a cabo en 1% de tetréxido de osmio en
cacodilato tampon que contiene 1,25% de ferrocianuro de potasio y 5 mM CaCl 2 durante 2 h.
Posteriormente, las células se deshidrataron con concentraciones crecientes de etanol, propileno
al 100% y se embebieron en resina de Spurr. Las secciones ultrafinas se tifieron con acetato de
uranilo y citrato de plomo y se observaron en un microscopio electronico de transmision JEOL

JEM-1400 Plus con camara Gatan.

4.2.5 Modelo in vivo de candidiasis

Ratones hembras BALB/c (6 animales por grupo) fueron obtenidos del bioterio de la Facultad de
Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota D.C.
Todos los experimentos con animales fueron aprobados por el comité de bioética de la

Universidad Nacional de Colombia y fueron realizados siguiendo las recomendaciones
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internacionales. Se indujo candidiasis diseminada en animales con dptimas condiciones inmunes
mediante inoculacion intravenosa de levaduras de C. albicans ATCC 10231. Los ratones fueron
inyectados intraperitonealmente, con los péptidos analogos al LL-37 y con fluconazol (Pfizer,
NY, USA) utilizado como antifingico control, un grupo de animales control recibié PBS, el

tratamiento fue realizado cada 24 horas durante 7 dias, comenzando el dia 1.

4.2.6 Analisis de Carga Fungica

Los animales fueron eutanasiados después de 8 dias de infeccion, los rifiones, bazo e higado se
homogeneizaron individualmente mediante maceracion en 1 ml de PBS y 100 ul de esta
suspension y fueron sembrados e incubados en placas con agar Brain Heart Infusion (BHI)
(Becton Dickinson & Company, USA). Las colonias fueron cuantificadas visualmente después

de 24 h de incubacién a 37 ° C.

4.2.7 Analisis Histopatoldgico

Uno de los rifiones se incluyd en un tubo con formalina al 10% para posteriormente realizar la
inclusion del organo en bloques de parafina. De este 6rgano incluido en parafina se realizo cortes
de 5 micras en un micrétomo (Thermo Scientific — Microm HM325, Germany) y las ldminas se
procesaron en el laboratorio Patologia Bogota SAS en donde se hizo la coloracion de

hematoxilina-eosina (H&E) y Gomori-Grocott.

4.2.8 Analisis estadistico

Todos los experimentos son realizados por triplicado y los anélisis de significancia estadisticos
son realizados utilizando el programa GraphPad Prism versién 8.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA). La comparacion estadistica se realizO mediante andlisis de varianza (one-way
ANOVA), seguidas de un post-test de Tukey-Kramer, los valores de p <0.05 indican

significancia estadistica.
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5. RESULTADOS

5.1 Curvas de crecimiento

El analisis del efecto antifungico in vitro (Figura 4) demostr6 que los cuatro péptidos

antimicrobianos derivados de LL37 especialmente el LL37-1 y LL37-D presentan una inhibicién

en el crecimiento de los 4 aislamientos clinicos, en comparacién con el control sin ningin

tratamiento.
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Figura 4. Curvas de crecimiento de C. albicans 1738 utilizando diferentes concentraciones de los péptidos

analogos de LL37. Los cuatro péptidos utilizados AC-1, AC-2, D y LL37-1 fueron utilizados en concentraciones

(10, 5 y 2.5 uM), como control fueron utilizadas células de C. albicans con exposicion a fluconazol 64 ug/mL y sin

exposicion a péptidos antimicrobianos, los datos representan una significancia estadistica de **** p< (0.0001.
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5.2 Concentracion minima inhibitoria

Todos los aislamientos de Candida de este estudio fueron sometidos a diferentes concentraciones
de los péptidos andlogos al LL37, a diferentes concentraciones de FZC y por ultimo se
sometieron a diferentes concentraciones de los péptidos en sinergia con diferentes

concentraciones de FZC.

La Tabla 2 muestra los valores MIC para cada aislamiento frente a las diferentes concentraciones
de los péptidos andlogos al LL37 y frente a diferentes concentraciones de FZC, y la tabla 3
muestra los valores de MIC de los péptidos empleados en sinergia junto con el FZC para cada
aislamiento. Los péptidos andlogos al LL37 mostraron resultados con efectos fungicidas y
fungistaticas; la mayoria de los aislamientos mostraron valores bajos de MIC para el péptido
LL37-D de entre 1.52 a 25 uM, por otro lado el LL37-1 evidencio valores de MIC de entre 6.25
a 50 uM; sin embargo, los péptidos LL37-AC1 y LL37-AC2 mostraron en la mayoria de los
aislamientos valores de MIC elevados de 50 a 100 uM. Todos los aislamientos mostraron valores
de MIC superiores a 64 pg/mL para el FCZ lo cual sugiere el aumento en la resistencia
antifingica frente este medicamento, haciendo necesario la reformulacion de un tratamiento

para las infecciones causadas por Candida.

Tabla. 2 Valores de concentracion minima inhibitoria (MIC, expresada en pM) de los péptidos LL37-1, LL37-D,
LL37-AC1, LL37AC2 y FCZ determinado en aislamientos de Candida spp.

Cepas Rango de farmacos antifingicos
L(I;l ?\Z;l LL37-D (uM) LLSJI:?)CI LL37-AC2 (uM) (HI;/CH%L)
C. albicans 2272 50 50 100 50 >64
C. albicans 3773 50 25-50 100 50 > 64
C. albicans 5530 50 25-12.5 100 50 > 64
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Tabla. 2 Valores de concentracién minima inhibitoria (MIC, expresada en pM) de los péptidos LL37-1, LL37-D,
LL37-AC1, LL37AC2 y FCZ determinado en aislamientos de Candida spp.

Cepas Rango de farmacos antifungicos
L(I;j\z[;l LL37-D (uM) Lnglg/[A)C] LL37-AC2 (uM) (H};/CISL)
C. albicans 194 50 50 100 50 >64
C. albicans 1738 12.5-25 25-50 100 25-50 >64
C. albicans 206069 50 12.5-25 50 >100 > 64
C. albicans 2230561 50 12.5-25 50 25-50 > 64
C. albicans 6110 12.5-25 6.25-12.5 25-50 12.5-25 > 64
C. albicans 181608 >100 100 >100 50 > 64
C. albicans 2532 >100 100 >100 100 > 64
C. albicans 226061 100 6.25-100 50 100 > 64
C. albicans ATCC 10231 50 25-50 >100 25-50 > 64
S parapstlosts ATCC 12.5-25 1.56-3.12 50 >100 > 64
C. tropicalis ATCC 750 >100 NR 25-50 50 > 64
C. krusei ATCC 6.25-12.5 12.5-25 12.5-25 12.5-25 >64

Los valores de MIC para los péptidos analogos al LL37 y al FCZ en sinergia resultaron ser muy
bajos llegando hasta rangos de 0.78-1.56 uM y 0.5-1 pg/mL respectivamente en la mayoria de

los aislamientos clinicos, demostrando que no es necesario reemplazar el tratamiento actual con
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fluconazol y por el contrario este se puede potenciar implementandolo junto con los péptidos

analogos al LL37.

Tabla. 3 Valores de concentracién minima inhibitoria (MIC, expresado en pM+ pg/mL) de los péptidos LL37-1,
LL37-D, LL37-AC1, LL37 AC2 en combinacién con el FCZ determinado en aislamientos de Candida spp.

Cepas Farmacos antifingicos en sinergia (uM-+ug/mL)
LL37-1 LL37-D LL37-AC1 LL37-AC2
FCZ FCZ FCZ FCZ
C. albicans 2272 100 3.12-6.25 3.12-6.25 1.56-3.12
64 2.4 2-4 1-2
C. albicans 3773 3.12-6.25 1.56-3.12 >100 >100
2-4 1-2 >64 >64
C. albicans 5530 3.12-6.25 6.25-12.5 50 0.78-1.56
24 48 32 0.5-1
C. albicans 194 >100 0.78-1.56 >100 3.12-6.25
>64 0.5-1 >64 2.4
C. albicans 1738 0.78-1.56 1.56-3.12 12.5-25 6.25-12.5
0.5-1 1-2 8-16 4-8
C. albicans 206069 100 1.56-3.12 100 312.695
>64 1-2 >64 2-4
C. albicans 1.56-3.12 1.56-3.12 25-50 1.56-3.12
2230561 1-2 1-2 16-32 1-2
C. albicans 6110 0.78-1.56 1.56-3.12 6.25-12.5 0.78-1.56
0.5-1 1-2 4-8 0.5-1
C. albicans 181608 50 >100 50 50
32 >64 32 32
C. albicans 2532 >100 3.12-6.25 25-50 >100
>64 2-4 16-32 >64
C. albicans 226061 0.78-1.56 <0.39 6.25-12.5 0.78-1.56
0.5-1 <0.25 48 0.5-1
C. albicans ATCC 0.78-1.56 0.78-1.56 1.56-3.12 0.39-0.78
10231 0.5-1 0.5-1 1-2 0.25-0.5
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C. parapsilosis 0.39-0.78 0.39-0.78 0.39-0.78 0.39-0.78

ATCC 0.25-0.5 0.25-0.5 0.25-0.75 0.25-0.75
C. tropicalis ATCC 1.56-3.12 NR >100 1.56-3.12
750 1-2 >64 1-2
C. krusei ATCC >100 >100 >100 3.12-6.25
6558 >64 >64 >64 2-4

5.3 Microscopia de fluorescencia

La capacidad de los péptidos para inhibir la formacion de hifas y pseudohifas en C. albicans se
evalud mediante microscopia de fluorescencia. Como se evidencia en la figura 5 las células
tratadas con el péptido LL37-D a una concentracion de 12.5 uM (B) presentaron una reduccion
significativa en el desarrollo de las pseudohifas micdticas en comparacion con las células no
tratadas (A). Como indica la intensidad de la tincion de Calcofluor White presente en los
extremos apicales de las hifas de las células control en comparacion con la baja intensidad de

fluorescencia observada en las levaduras en presencia del péptido.

Figura 5. Produccion de hifas en la levadura Candida albicans ATCC 10231 frente al péptido LL37-D. A.

Control de crecimiento Candida albicans ATCC 10231 sin tratamiento con el péptido. B. MIC del péptido LL37-D,

se observa la inhibicidon de Crecimiento de Pseudohifas.
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5.4 Microscopia de transmision

Para evaluar el efecto de los péptidos en la morfologia de C. albicans, se analizé la estructura de
las levaduras por microscopia electronica de transmision TEM, como se observa en la figura 6
las células control no tratadas con péptido, presentan células con una morfologia regular, con
pared y membrana intacta, organulos normales y citoplasma homogéneo, con alta concentracion
de electrones, (figura 2A) en contraste con las células tratadas con los péptido LL37-D con 12.5
uM y 100 uM por 24 horas a 37°, mostraron diversas alteraciones morfologicas en la membrana,
como forma irregular, bordes difusos y disrupcion de la pared celular. De igual manera en la
concentracion de 100 uM el péptido indujo la produccion de numerosas vacuolas

citoplasmaticas, alteracion de los organelos intracelulares y pérdida de la integridad estructural

de la membrana y pared celular.

ZEm

Figura 6. Microscopia electronica de transmision de la levadura Candida albicans ATCC 10231 frente al
péptido LL37-D. Se evidenciaron multiples alteraciones morfoldgicas en las células de Candida albicans ATCC

10231 tratadas con 12.5 uM (B, C, D) de LL37-D en comparacion con las células no tratadas (A).
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5.5 Modelo in vivo

5.5.1 Analisis de carga fungica

Para evaluar la actividad antifingica in vivo se realiz6 un modelo murino con ratones hembras
BALB/C inmunocomprometidas con anterioridad. Los ratones fueron inoculados via intravenosa
con 10° células de Candida albicans ATCC 10231 y fueron tratados con 0,7 mg de los péptidos
via intraperitoneal durante 7 dias. A los 8 dias de tratamiento, se realiz6 el conteo de UFC por
gramo de tejido en bazo, higado y rifion con y sin tratamiento con los péptidos (Figura 7). En
general, se observo una disminucion significativa (P < 0.0001) de la carga fingica de los tejidos
cuando los ratones fueron tratados con derivados del LL37 en comparacion con el control. El
organo que presentd mayor carga fungica fue el bazo (=14.178 UFC/g), seguido del rifion
(=1.523 UFC/g) y el higado (=257 UFC/g), no obstante, los péptidos lograron reducir la carga
microbiana eficientemente y el péptido LL37-D logro6 inhibir el desarrollo microbiano en todos

los tejidos analizados.
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Figura 7. Unidades formadoras de colonias (UFCs) de rifiones (R), bazos (B) e higados (H) de ratones BALB/c

infectados por via intravenosa con 10°levaduras de Candida albicans ATCC 10231 **** P < (.0001.

36



5.5.2 Analisis histopatolégico

El anélisis histopatologico de muestras de rifion recolectados de ratones que no fueron infectados con
candidiasis sistémica evidenciaron una morfologia normal (Figura 8A), por otra parte las muestras de
rindn del grupo control positivo de ratones infectados con Candida albicans pero que no fueron tratados
con ningn antimicrobiano evidenciaron levaduras y la formacion de pseudohifas/hifas ( Figura 8B). Se
observd una clara reduccion de la carga fungica en el grupo de animales tratados con FCZ (Figura 8C),
sin embargo la morfologia celular se encontraba afectada en comparacion con el control negativo.
También se observo una reduccion importante en la carga fingica en el grupo de animales tratados con los

péptidos analogos al LL37 (figura 8D)en comparacion con el grupo de animales no tratados.

B
-
g
-

Figura 8.Secciones histologicas del Rifion de ratones BALB/c infectados con 10° levaduras de C. albicans

ATCC 10231 (A) grupo de control negativo, animales sin infectar (B) grupo de control positivo, animales infectados
y sin tratamiento (C) Animales infectados y tratados con FCZ (D) Animales infectados y tratados con los péptidos

analogos al LL37.
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6. DISCUSION

El LL37 es la tnica catelicidina con accidon antimicrobiana que produce el ser humano, y puede
ser implementada como posible tratamiento frente a diferentes enfermedades infecciosas ya que
estudios previos respaldan su potencial terapéutico para el tratamiento de enfermedades causadas

por S. aureus al inhibir la formacion de biopelicula

; y ademas otros estudios también
evidencian que el péptido LL37 puede inhibir el crecimiento de diferentes especies de Candida
4. Por lo anterior este estudio comprueba el potencial terapéutico in vitro e in vivo de 4 péptidos
analogos al LL37 (LL37-1, LL37-D, LL27-AC1 y LL37AC2) disefados previamente por el
grupo de investigacion REMA de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca *' frente a

diferentes cepas de referencia de Candida y frente a 14 aislamientos clinicos de Candida

albicans.

El disefio de péptidos es una estrategia muy prometedora para dar solucién a la problematica de
resistencia antifungica frente a la Candidiasis Vulvovaginal, una de las limitaciones del péptido
LL37 natural es que este es susceptible a la degradacion por proteasas, por lo cual el disefio de
los péptidos utilizados en este estudio contempld el uso de aminoacidos D, para evitar esta
problematica y asi potenciar la accidén antimicrobiana de los péptidos ***'.

Observamos que de los cuatro péptidos andlogos al LL37 el LL37-1 tiene actividad antifiingica
al inhibir totalmente el crecimiento de 4 aislamientos clinicos en un periodo de tiempo de 24
horas a una concentracion de 2.5uM (Fig 1, S1,S2 y S3). Por otro lado el péptido LL37-D y
LL37-AC2 inhibieron totalmente el crecimiento fingico de los 4 aislamientos en un periodo de
tiempo de 48 horas a una concentracion de 10uM, y por ultimo el péptido LL37-AC1 no logré
inhibir el crecimiento fingico en ninguno de los aislamientos clinicos. Estos resultados
concuerdan con los estudios previos en donde el péptido LL37-D logr6 inhibir el crecimiento de

diferentes cepas de referencia de Candida albicans®’.

Se demostro que el fluconazol no logrd inhibir el crecimiento de la cepa de referencia de

Candida albicans ATCC 10231 lo cual apoya los recientes estudios de Yassin et al, 2020, que

38



estipulan un aumento en la ineficacia de los tratamientos para la candidiasis vulvovaginal debido
al crecimiento en la resistencia causado principalmente por la automedicacion en mujeres que
sufren de esta enfermedad y a la persistencia de las levaduras en la vagina, algunos antigenos de

Candida producen déficit inmunoldgico y Candida prolifera y se repiten las infecciones™.

Estudios anteriores han demostrado que el LL37 logra inhibir el crecimiento de diferentes
especies de Candida con valores de MIC de 64 uM, lo cual al contrastarlo con los resultados de
este estudio se demuestra que las modificaciones realizadas a los péptidos potencializan la

actividad antimicrobiana logrando inhibir el crecimiento de diferentes especies de Candida .

Los valores de MIC de los péptidos analogos al LL37 son consecuentes con los resultados de las
curvas de crecimiento, puesto que el LL37-1 y el LL37-D fueron los péptidos con valores de
MIC mas bajos de hasta 12.5 a 25 uM y de hasta 1.52 a 25 uM respectivamente; esto en
comparacion a los otros dos péptidos andlogos (LL37-AC1 y LL37-AC2) los cuales en su
mayoria tenian valores de MIC superiores a 50 pM. Por ende las modificaciones realizadas al
LL37 funcionan de manera adecuada principalmente en el péptido LL37-D el cual logréd inhibir
el crecimiento de 10 aislamientos clinicos de manera exitosa con valores de MIC

significativamente bajos.

Sin embargo, estos resultados no descartan la posibilidad de usar los otros péptidos analogos
estudiados para complementar el tratamiento con FCZ, esto debido a que en los ensayos de
sinergia de los péptidos junto con FCZ, se evidencio una disminucion significativa en los valores
de MIC de los 4 péptidos andlogos y del FCZ con valores de hasta 0.78-1.56 uM y 0.5-1 ng/mL
respectivamente. Ademas se destaca que de los 14 aislamientos analizados con cada uno de los
péptidos estudiados se logré la inhibicion del crecimiento de una cantidad significativa de
aislamientos; en donde el LL37-1 inhibi6 la actividad fingica de 9 aislamientos, el LL37-D
inhibio la actividad fungica de 11 aislamientos, el LL37-AC1 inhibi6 la actividad fungica de 8
aislamientos y por ultimo el LL37-AC2 inhibi0 la actividad fungica de 12 aislamientos. Por ende

se muestra que todos los péptidos andlogos al LL37 usados en este estudio son candidatos
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potenciales para ser usados como complemento al tratamiento con FCZ, ya que estos péptidos se
encargan de generar una disrupcion en la membrana celular del hongo alterando la morfologia,
provocando la muerte celular y ademas favoreciendo el ingreso del FCZ a la célula para que este
puede ejercer su mecanismo de accidon y aumente la cantidad de compuestos toxicos mediante la

alteracion de metabolismo celular>’ .

La patogenia de C. albicans esta asociada a diversos factores de virulencia que le permiten una
mayor facilidad para colonizar el tejido. Entre los factores de mayor relevancia se encuentran, la
adaptacion ambiental, la secrecion de enzimas y adhesinas, la formacion de biopeliculas y la
capacidad de dimorfismo de levadura a hifa®*. Esta transicion morfologica le concierne a la
levadura diversos rasgos de virulencia puesto que, a través de esta se coordinan otros factores
importantes en la invasion y colonizacion celular en el huésped *’, es por esto, que diferentes
investigadores indicaron que las moléculas antimicrobianas que presentan actividad inhibitoria
frente a la formacion de hifas en Candida albicans son alternativas terapéuticas prometedoras

contra estos agentes patogenos>*’

Para analizar la eficiencia de los péptidos en cuanto a la inhibicién de la transicion de levadura a
hifa, se utilizd6 microscopia de fluorescencia, usando el calcofluor white que posee una alta
afinidad por la quitina presente en la estructura micdtica originando una coloracion azul en toda

la estructura de Candida

, esta reaccion permite evaluar la capacidad de formacion de
pseudohifas con y sin tratamiento, las micrografias de las cepas no tratadas evidencian una densa
formacion de hifas en forma de prolongaciones a partir de la célula madre, por el contrario, las
células tratadas con los péptidos andlogos evidenciaron una reduccion significativa de
pseudohifas, por lo que se determind que los péptidos poseen una gran actividad anti hifal. De
forma similar se ha demostrado mediante microscopia electronica de barrido que el péptido
LL-37 tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de hifas en Candida albicans, donde las

células tratadas con 50 uM solo presentaron la forma de levadura y no exhibieron formacion de

hifas °!.
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En las células fungicas, las paredes celulares brindan rigidez y estabilidad a las células y
mantienen el equilibrio osmotico ?, a su vez rodean las membranas celulares que representan

una barrera esencial *

, pero su ubicacién e importancia las hacen susceptibles a los agentes
antimicrobianos. El principal mecanismo de accion del péptido LL37 contra las especies de
Candida puede asociarse al dafio en la membrana citoplasmatica al crear poros y alterar la
permeabilidad de la membrana que permiten la fuga de compuestos citoplasmaticos como los
cationes de potasio, el ATP y los aminoacidos que salen a través de la membrana permeabilizada,
un mecanismo que es letal y conduce a la muerte celular * . Para evaluar la actividad de los
péptidos sobre la integridad celular, se evalué6 mediante microscopia electronica de transmision
la morfologia celular de Candida albicans ATCC 10231 expuesta a una concentracion de 12,5
uM y 100 uM de cada péptido. Los resultados mostraron que después del tratamiento con
péptidos analogos a LL37, las células desarrollaron cambios patologicos asociados, como
estructuras celulares irregulares, se alter6 la integridad de la membrana y se observo bordes
celulares difusos e irregulares. Asimismo, se demostraron cambios citopaticos, como la
induccion de vacuolas masivas, citoplasma heterogéneo y orgénulos de mayor tamafio. Esto

sugiere un mecanismo de accidon del péptido sobre la pared y la membrana del hongo, alterando

asi la integridad celular.

Se ha demostrado que LL37 altera la permeabilidad de la membrana ocasionando la muerte
celular, en estudios anteriores, Hertog et al, afio 2005 evidenciaron que el péptido LL37 se
localizaba principalmente en la pared celular y la membrana celular mientras que la histatina 5
ejercia su actividad a nivel intracelular, no obstante, otras investigaciones han evaluado si LL37
puede causar alteraciones en los componentes intracelulares, evidenciando que la actividad
antimicrobiana de LL37 se acompaiia de un aumento en la produccion de especies reactivas de
oxigeno ROS, las cuales pueden inducir la alteracion de acidos nucleicos, proteinas y otros
componentes celulares *, ademas LL37 afectd negativamente la membrana de las mitocondrias
lo cual contribuye a la pérdida de viabilidad celular®. También se ha observado que este péptido
reduce el espesor de la pared celular, inhibe la adhesiéon de Candida al interactuar con

componentes de la pared celular e interrumpe la biogénesis de la pared celular ®.
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En el modelo in vivo se demostrd que todos los péptidos a una concentracioén de 0.7 mg lograron
disminuir la carga fingica de manera significativa (P < 0.0001) en comparacion con el grupo
control y el grupo tratado con FCZ; ademas se destaca que el péptido LL37-D redujo en su
totalidad el crecimiento fungico en los tres tejidos analizados. Estos resultados apoyan el disefio
de peptidos antimicrobianos puesto que en los estudios de Wang et al, 2016 se evalud la
actividad del péptido LL-37 recombnteina en un modelo in vivo de Candidiasis vulvovaginal en
ratones Kunming; en donde se redujo a la mitad la infeccion fungica (4,8x10* UFC/ml) en
comparacion con el control positivo (8,5x10* UFC/ml)®, y al comparar estos resultados con los
evidenciados en este estudio se demuestra que las modificaciones realizadas al LL-37 para

4651 reducen

evitar la degradacion por proteasas y favorecer la actividad anti biopelicula
significativamente el crecimiento de esta levadura en comparacion con la actividad antifungica

del péptido LL-37 sin modificaciones.

Respecto al andlisis histopatoldgico del tejido de rifion de los ratones se evidencio que los
péptidos lograron reducir la carga fungica y mantuvieron la morfologia celular normal en
comparacion con el control positivo donde se observo una infeccion establecida con presencia de
levaduras y formacion de hifas. Asi mismo, se observd un alto grado de afeccion del tejido
tratado con fluconazol en contraste con el control negativo , a diferencia del tejido tratado con

los péptidos que presentan una morfologia celular mas acorde al control negativo.

Esto resultados sugieren que los péptidos derivados de LL-37 son candidatos prometedores para
el tratamiento y control de la candidiasis, sin la necesidad de reemplazar el tratamiento actual
con FCZ; ya que segln estos resultados los peptidos andlogos al LL-37 y el FCZ funcionan muy
bien en sinergia. Ademas en este primer modelo in vivo con los peptidos andlogos, se evidencio
una reduccion significativa de la carga fingica en candidiasis sistémica; por lo cual se hace
necesario seguir con los estudios in vivo utilizando estos péptidos analogos al LL-37, pero en

este caso estableciendo un modelo Candidiasis vulvovaginal en ratones.
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6.1 CONCLUSIONES

Los péptidos anédlogos al LL37 presentaron una potente actividad antimicrobiana in vitro frente a
los aislamientos clinicos de Candida albicans y frente a los diferentes aislamientos de referencia
de Candida, evidenciando inhibiciones fungicidas y fungistaticas a diferentes concentraciones.
Se determind que las concentraciones minimas inhibitorias para los péptidos LL37-1, LL37-D,
LL37AC1 y LL37-AC2 en aislamientos clinicos fueron de 50 pM, 12.5-25 uM, 50-100 uM y
25-50 uM respectivamente; en donde el péptido LI37-D fue el que tuvo mejor actividad

antifungica.

También se demostré que los péptidos especialmente el LL37-D lograron potenciar la actividad
inhibitoria de los aislamientos de Candida, en sinergia junto con el fluconazol; con valores de
MIC de los péptidos mucho mas bajos en comparacion a los valores de MIC de los péptidos
empleados sin fluconazol; demostrando que no es necesario reemplazar el tratamiento actual
contra la Candidiasis vulvovaginal y por el contrario este puede complementar y potenciar la
accion del fluconazol, disminuyendo tiempos de tratamiento asi como también la resistencia

antifungica.

Se lograron visualizar alteraciones morfologicas en Candida albicans ATCC 10231 usando el
péptido LL37-D, el cual inhibi6 el crecimiento de pseudohifas en la levadura; ademés género

alteraciones visibles en la membrana celular y al interior de la célula.
En los ensayos in vivo los péptidos sintéticos lograron disminuir significativamente la carga

fingica en los o6rganos de los ratones con una significancia estadistica de £<0.0001, demostrando

que los péptidos analogos al LL37- tienen potencial terapéutico frente a especies de Candida.
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6.2 RECOMENDACIONES

Los péptidos analogos a LL37 exhibieron efectos sinérgicos importantes cuando se emplearon en
combinacion con el fluconazol un antifiingico utilizado convencionalmente para el tratamiento
de la candidiasis. No obstante, no se conoce a fondo el mecanismo con el que interactian estos
compuestos por lo que es necesario realizar mas estudios para explorar a fondo el efecto

sinérgico y su potencial terapéutico.

De igual forma, se recomienda para futuras investigaciones evaluar el desarrollo de una
presentacion topica del péptido LL-37 para analizar la actividad antimicrobiana de los péptidos
en un modelo de candidiasis vulvovaginal in vivo y establecer su eficiencia para disminuir la

carga fingica vaginal.
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8. ANEXOS

8.1 Protocolo preparacion medio RPMI 1640 suplementado con MOPS

1. Disolver 1 sobre medio RMPI (GIBCO thermofisher) en un litro de agua desionizada
previamente autoclavada, pesar 33 gramos de morpholinapropanosulfonico (MOPS) y
agregarlos al medio RPMI.

2. Con un potenciometro ajustar el pH de la solucion a 7 agregando NaOH y el medio se
debe tornar de color naranja o salmon

3. En una camara de flujo laminar o de bioseguridad previamente expuesta a luz ultravioleta
por 15 minutos, abrir el filtro de dos pisos y conectarlo a la bomba de vacio; agregar el medio
RPMI en el segundo piso del filtro y encender la bomba de vacio verificando que la succién no
sea tan fuerte para filtrar el medio que ird cayendo en el primer piso del filtro y una vez
finalizada la filtracion tapar, envolver el medio en papel aluminio y refrigerar. (Figura 1)

/o~ RMPI11640

Pesar 33 gramos de MOPS

Agua
desionizada
esteril

1L

S

Filtrar el medio, cubrir
con papel aluminio y
refrigerar

Agregar hidroxido de
sodio (NaOH)

3
/NaoH | NaOH

( NaOH ) NaOH
NaOH ' -
o NaoH NaDH " .
Medir el pH del medio

(debe estaren7)

Medio
RPMI 1640
con MOPS

Figura 1. Esquema de preparacion del medio RPMI 1640 suplementado con MOPS
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8.2 Protocolo de reconstitucion de péptidos analogos al LL37

Pesar 3 mg de cada péptido en un tubo eppendorf de 1.5 mL estéril usando un trozo de papel para
tomar el polvo. A continuacidn reconstituir con agua ultrapura (Milli-Q) de la siguiente manera:

ACLL37-1: 725 uL DLL37: 690 uL
ACLL37-2: 713 pL LL37-1: 736 pL

Conservar a 4°C

Notas:

Calculos realizados teniendo en cuenta el peso molecular y la pureza dada por el fabricante.

Los péptidos tienen carga neta positiva (catidnica) por tal motivo para evitar fuerzas de
atraccion-repulsion al momento de tomar la cantidad para el pesaje, se debe usar un pequefio
trozo de papel a manera de espatula para retirar el producto del envase y dispensar en el
eppendorf.

Pesar 3 mg del péptido en
un eppendorf esteril

Reconstituir con agua
ultrapura (Milli-Q)

Vv V 1V

725 pL de agua 713 pL de agua 690 pL de agua 736 pL de agua
ACLL37-1 ACLL37-2 DLL37 LL37-1

Figura 2. Esquema de reconstitucion de peptidos analogos al LL37.
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8.3 Protocolo de preparacion de fluconazol para MIC

Realizar 10 diluciones seriadas de fluconazol e inocular en placas con fondo curvo, en los pozos
del 1 al 10 en los literales D, E, F, G y H ver figura 1 y 2.

1. Marcar del 1 al 10, 20 tubos falcon estériles de 15 mL para realizar las diluciones
seriadas; alistar agua destilada esteril y fluconazol (Pfizer, NY, USA)

2. Encel tubo I agregar 2.6 mL de fluconazol y adicionar 5.4 mL de agua.

3. Del tubo 1 pasar 1 mL al tubo dos y 3 mL al tubo tres, por altimo adicionar 1 mL de agua
en el tubo 2 y 3 mL de agua en el tubo tres.

4. Del tubo 3 pasar 1 mL al tubo 4, 0.5 mL al tubo 5 y 0.5 mL al tubo 6, por ultimo
adicionar 1 mL de agua al tubo 4, 1,5 mL de agua al tubo 5 y 3.5 mL de agua al tubo 6.

5. Del tubo 6 pasar 1 mL al tubo 7, 0.5 mL al tubo 8 y 0.5 mL al tubo 9, por ultimo
adicionar 1 mL de agua en el tubo 7, 1.5 mL de agua al tubo 8 y 3.5 mL de agua al tubo 9

6. Del tubo 9 pasar 1 mL al tubo 10, por ultimo adicionar 1 mL de agua.

7. En 10 tubos falcon agregar 6 mL de medio RPMI tamponado con MOPS.

8. Pasar 1.5 mL de cada tubo con la diluciéon de fluconazol a su respectivo tubo con medio
RPMI para obtener las concentraciones finales.
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8.4 Protocolo de montaje de CIM

Materiales:

Placas de 96 pozos con fluconazol

Densitémetro o espectrofotometro

Pipeta automatica

Medio RPMI tamponado con MOPS

Inoculos de Candida ajutados a escala 0.5 McFarland

Procedimiento

Cada ensayo se realizara por triplicado para asegurar la reproducibilidad del ensayo.

En las placas de 96 pozos (12 columnas numeradas del 1 al 12 y 8 filas numeradas de la A a la

H)

1.

Preparar los inoculos de C.albicans a una escala de 0.5 mcfarland mediante el uso de un
densitdmetro o mediante un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 450, con un
limite de absorbancia entre 0.08 y 0.1 que determina una escala 0.5 mcfarland (1 x 10%/
ml)

Como control positivo se inocularon 100 mL de medio RPMI y 100 mL de in6culo de
Candida 0.5 Mcfarland en los pozos de la columna 11 de la A ala H.

Como control negativo, se inocularon 200 mL de medio RPMI en los pozos de la
columna 12 de la A a la H. Para verificar la esterilidad del medio.

En las filas A, B y C desde el pozo 1 al 10 se realizaran las diluciones seriadas del
péptido, en los pozos Al, B1, C1 agregar 160 ul de medio y adicionar 40 pl del péptido
(concentracion 1000 puM) para completar un volumen de 200 pl, en los pozos A2,B2 y
C2 hasta los pozos A10, B1O y C10 agregar 100 pl de medio RPMI, posteriormente,
mezclar con la pipeta automatizada los pozos Al, B1 Y C1 y pasar 100 pl de la solucion
a los pozos A2, B2 y C2 respectivamente, realizar de 3 a 4 lavados con la pipeta y pasar
100 pl del pozo 2 al pozo 3 y realizar los lavados, repetir los pasos hasta llegar al pozo 10
del cual se toman 100 pl de la solucién para descartar.

En las filas D, E y F se realizara el ensayo de sinergismo entre el fluconazol y el péptido
a usar. Se adicionaron 100 pl de cada dilucion del fluconazol en los pozos del 1 al 10 en
las filas D, E y F. Se realizaron las diluciones del péptido en el indculo de Candida (para
no alterar la concentracion) como se menciono anteriormente, y se transferird 100 pl de
cada dilucion del péptido a cada pozo correspondiente.
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6. En las filas G y H se probara el efecto del fluconazol sobre el inéculo de Candida, desde
el pozo 1 al 10 se adicionan 100 pl de cada dilucion del fluconazol y se adiciona 100 ul
del indculo de candida.Todos los pozos quedaran con un volumen final de 200 pl.

7. Incubar a 37°C por 24 horas

8. Realizar la lectura de las placas en un lector de ELISA.

Preparar inoculos de
C.albicans

[l([|(|l|(|[|([('

d

Agua desionizada o
destilada esteril

Ajustar el inoculo a
escala 0.5 Mcfarland |
Ll

v

—
450 nm .
Absorbancia entre 0.08 y 0.1
\

Figura 6. Esquema de preparacion de inéculos de Candida.
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Figura 7. Montaje de ensayo de concentracion minima inhibitoria.



En otra placa a parte agregar 100 pL de inoculo
y realizar diluciones seriadas del péptido

A
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Figura 8. Montaje de concentracion minima inhibitoria.
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8.5 Curvas de crecimiento
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Figura 9. Curva de crecimiento de la levadura Candida albicans 194 frente a varias concentraciones de los

péptidos analogos al LL37. Control (Fase de crecimiento sin presencia de péptido).
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Figura 10. Curva de crecimiento de la levadura Candida albicans 5530 frente a varias concentraciones de los

péptidos andlogos al LL37. Control (Fase de crecimiento sin presencia de péptido).
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Figura 11. Curva de crecimiento de la levadura Candida albicans 3773 frente a varias concentraciones de los

péptidos analogos al LL37.Control (Fase de crecimiento sin presencia de péptido).
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Candida albicans 2272
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Figura 12. Curva de crecimiento de la levadura Candida albicans 2272 frente a varias concentraciones de los

péptidos. Control (Fase de crecimiento sin presencia de péptido).
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Figura 13. Grafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida parapsilosis frente a varias

concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol. Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Candida albicans ATCC 10231
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Figura 14. Grafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida albicans ATCC 10231 frente a
varias concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol.

Control (Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Candida albicans 22606108
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Figura 15. Gréafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida albicans 22606108 frente a varias
concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol. Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Figura 16. Gréafica de concentraciéon minima inhibitoria de la levadura Candida albicans 6110 frente a varias

concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol. Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Figura 17. Grafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida albicans 5530 frente a varias
concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Figura 18. Grafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida albicans 3773 frente a varias
concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Candida albicans 2230561
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Figura 19. Grafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida albicans 2230561 frente a varias
concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Figura 20. Grafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida tropicalis frente a varias

concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Candida albicans 181608
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Figura 21. Gréafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida albicans 181608 frente a varias
concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Figura 22. Gréafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida albicans 221749 frente a varias

concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Figura 23. Grafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida albicans 2532 frente a varias

concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Candida albicans 3251
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Figura 25. Grafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida albicans 3251 frente a varias

concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Figura 26. Grafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida albicans 5221 frente a varias

concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Figura 27. Grafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida albicans 194 frente a varias
concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Figura 28. Grafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida albicans 206069 frente a varias
concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Figura 29. Grafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida albicans 2272 frente a varias

concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Figura 30. Grafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida albicans 1738 frente a varias
concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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Figura 31. Grafica de concentracion minima inhibitoria de la levadura Candida krusei frente a varias
concentraciones de los péptidos analogos al LL37, y en sinergia con varias concentraciones de fluconazol Control

(Fase de crecimiento en presencia de fluconazol).
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