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RESUMEN

Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gatti son hongos patdégenos
estrechamente ligados que causan afecciones pulmonares y del sistema nervioso
central en huéspedes inmunocomprometidos e inmunocompetentes. Ambas
especies se encuentran en el medio ambiente y la infeccion se adquiere a través de

la inhalacion de propagulos infectantes.

La criptococosis es considerada una micosis oportunista en la cual se ven afectados
principalmente pacientes inmunocomprometidos, su presentacion clinica esta dada
por dos formas, dentro de las cuales se encuentran la pulmonar y extrapulmonar o
diseminada. El desarrollo de la infeccién se ha asociado a factores de virulencia
descritos en Cryptococcus spp. siendo destacados la produccién de polisacaridos

capsulares, disposicidon de melanina en la pared celular y crecimiento a 37°C.

Adicional a los factores de virulencia descritos normalmente, se ha senalado la
presencia de hierro como un factor desencadenante en el desarrollo de la infeccion.
El hierro es un elemento esencial en procesos fisiologicos tanto del hospedero como
del hongo, el cual por ser eucariota comparte con los animales incluido el hombre,
procesos celulares como la cadena respiratoria, metabolismo de aminoacidos,
sintesis de acidos nucleicos, los cuales estan mediados por el hierro gracias a su

capacidad de cesidn y captacion de electrones.

La disposicion de hierro en el hospedero suscita la captacidon del elemento por parte
del hongo, en el cual media procesos metabdlicos que dan lugar al desarrollo de los
factores de virulencia ya mencionados y en los que se ha visto una mayor expresion
principalmente en el tamano capsular, dando origen a células gigantes, a las que se
les ha atribuido la capacidad de inhibir la fagocitosis. Esto se ha convertido en un
problema en pacientes inmunocomprometidos, principalmente los seropositivos

para VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana) en los cuales la suplementacion de
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hierro hace parte del manejo terapéutico en respuesta a la anemia microcitica dada

por una alteracion en el metabolismo de dicho elemento.

Con el fin de evaluar el efecto de la biodisponibilidad de hierro en el aumento de la
patogenicidad de C. neoformans, se planted la utilizacién de dos cepas de dicha
especie (H99 y JEC21), que corresponden a la variedad grubii y variedad
neoformans respectivamente, las cuales fueron incubadas en medio minimo
suplementado con concentraciones de 0, 5, 50 y 500uM de ClFes y posteriormente

inoculadas en el modelo invertebrado Galleria mellonella.

La modulacién de la patogenicidad de C. neoformans medida por hierro se evalud
mediante curvas de supervivencia de G. mellonella por el método estadistico Kaplan
meier, donde se observo disminucion en los dias de muerte para la cepa H99 con
500uM de CIFes y en la cepa JEC21 se observo un aumento de la patogenicidad
con la concentracion de 500uM de FeCls,lo cual se evidencid por la reduccién en la
supervivencia de G. mellonella, comparado con el resto de concentraciones
evaluadas (5, 50 de CIFe3).

Adicionalmente se valord el tamafio capsular de C. neoformans, debido a que la
capsula es el principal factor de virulencia descrito para el género Cryptococcus spp.
La medicidén capsular se realizé mediante preparacion en fresco con tinta china,
evaluando diferentes condiciones (sin hierro, con hierro, post-infeccion), en las
cuales la cepa JEC21 no reflejo cambios en su tamafrio capsular, contrario a la cepa
H99, en la cual se observdé aumento del tamario con la concentracién de 50 y 500uM

de ClFes y post-infeccion.

Con estos datos se concluyd la modulacion del hierro en la patogenicidad de C.
neoformans, dado por la reduccion en la supervivencia de G. mellonella inoculada
con la cepa JEC21 con 500uM de ClFesy la reduccion en el inicio de mortalidad

para la cepa H99 con la misma concentracion de ClFes.

INTRODUCCION
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El género Cryptococcus spp. perteneciente al filum Basidiomycota comprende
alrededor de 100 especies, dentro de las cuales C. neoformans y C. gattii se han
descrito como patdégenos humanos, dichas especies se han clasificado en varios
serotipos, los cuales fueron determinados por variables antigénicas en su capsula
polisacarida: C. neoformans variedad grubii (serotipo A), C. neoformans variedad
neoformans (serotipo D), C. gattii (serotipo By C) vy los hibridos AD, AB y BD [1].
C. neoformans var. grubii (serotipo A) el principal agente etiolégico de la infeccion
denominada criptococosis (95%) y abarca un 99% de las infecciones en pacientes
con SIDA [2,3] contrario a esto C. neoformans var. neoformans (serotipo D) esta

asociado a un 5% de las infecciones en todo el mundo [2, 3].

El desarrollo de la infeccidén por Cryptococcus spp. se ha vinculado a la presencia
de hierro, un elemento esencial en procesos fisiologicos del hospedero, dentro de
los cuales se incluye la cadena respiratoria, la cual en organismos eucariotas es
producida a nivel mitocondrial, metabolismo de aminoacidos y sintesis de acidos
nucleicos, entre otras [4 - 7]. Estas reacciones intracelulares estan mediadas por la

capacidad de cesidn y captacion de electrones de dicho elemento [6, 7].

Los distintos procesos fisiologicos en el hospedero estan mediados por un equilibrio
en el depdsito y utilizacion del hierro, sin embargo, cuando esta homeostasis es
alterada se favorece la disponibilidad de dicho elemento libre en el organismo, lo
cual fomenta el crecimiento y proliferacidon de numerosos microorganismos, entre

estos las especies fungicas [4, 5, 8].

En pacientes VIH seropositivos se emplea adicional al tratamiento antirretroviral,
suplementacion con hierro, debido a que en estos individuos hay una alteracion en
el metabolismo de este elemento [5], razon por la cual se hace importante establecer
concentraciones adecuadas de hierro que amortiglen la ferropenia, sin generar una
sobrecarga que favorezca la captacion de hierro por parte de microorganismos

oportunistas como C. neoformans.
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En C. neoformans se han encontrado varios sistemas de transporte que le permiten
captar el hierro del medio ambiente, dentro de los que se destaca la presencia de
reductasas en la superficie celular con una captacion de alta y baja afinidad por el
hierro [9]. Otro mecanismo descrito es la reduccion no enzimatica de hierro férrico
por un reductor secretado, el acido 3-hidroxiantranilico y la presencia de melanina
en la pared celular, que puede contribuir a la captacién del hierro adicional a la
mediacion en la resistencia al estrés oxidativo producido en las células fagociticas
del hospedero [9]. También se ha descrito la captacidn de hierro unido a sideréforos
secretados por otros microorganismos, ya que el género Cryptococcus no produce
sideréforos [4, 9, 10].

Basados en los mecanismos de captacidén de hierro expuestos anteriormente y su
relacion con la patogenicidad de C. neoformans se identifica la contribucion de dicho
elemento al desarrollo del tamano capsular en asociacion con COz2, adicionalmente
la presencia de hierro media la regulacion de la enzima fenoloxidasa, intermediaria
en la sintesis de melanina a partir de compuestos difendlicos como las
catecolaminas, grupo que incluye la epinefrina, norepinefrina y dopamina, lo que
explica el tropismo de este microrganismo por el sistema nervioso central (SNC) [4,
9].

Apoyados en informacion reportada de estudios previos realizados con C.
neoformans, se establece la metodologia para evaluar la patogenicidad del
microorganismo a diferentes concentraciones de hierro, este es un disefio
experimental, en el cual se emplearon dos cepas de C. neoformans: H99 var. grubii
(serotipo A) y JEC21 var. neoformans (serotipoD), las cuales fueron incubadas en
medio minimo suplementado con diferentes concentraciones de FeCls (0, 5, 50 y
500 uM), posterior a la incubacién, las células fueron lavadas con solucion salina
normal al 0,9% mediante centrifugacion y se ajustd a partir del pellet una
concentracidén de 1,5x 108 cel/ mL (Concentracion establecida en el proyecto al que
pertenece este estudio) que posteriormente fue inoculada en el modelo invertebrado

Galleria mellonella (1,5x 108cel/ Larva). Durante 15 dias se observo la sobrevivencia
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del invertebrado frente a la infeccion, este proceso fue evaluado por el método
estadistico Kaplan-Meier, por el cual se determind un aumento de la patogenicidad
en la cepa menos virulenta (JEC21) con la concentracion de 500uM, contrario a la
cepa mas virulenta (H99) en la cual no se observé una diferencia significativa en la
patogenicidad con las diferentes concentraciones de hierro, sin embargo se observo

reduccion en el dia de inicio de mortalidad en esta cepa a concentracion de 500uM.

A partir del macerado de larvas infectadas se evalud el tamafio capsular del
microorganismo, encontrando un aumento en la cepa H99 con las diferentes
concentraciones (0, 5, 50 y 500uM de ClIFe3) posterior a la infeccidn, lo cual tendria
un efecto en la inhibicion de la fagocitosis por parte de los hemocitos de las larvas
de G. mellonella que finalmente resultd en la muerte larval, contrario a esto en la
cepa JEC21 no se observd cambios en el tamafio capsular, lo cual puede estar
asociado al mayor porcentaje de sobrevivencia de G. mellonella, en las
concentraciones de (0, 5, 50uM de ClFes) ya que en la concentracion de 500uM
hubo una reduccién significativa de la sobrevivencia de la larva, o que estaria

relacionado a otros factores de virulencia diferentes a la capsula.

Con este estudio se identificd el papel del hierro en la mediacion de la patogenicidad
de C. neoformans, var neoformans (JEC21) determinado por un aumento en la
mortalidad de G. mellonella con la concentracion de 500uM y para C. neoformans,
var grubii (H99) con 500uM, dado por la reduccion en el dia de inicio de la

mortalidad.
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La criptococosis es una micosis oportunista que afecta pacientes
inmunocomprometidos, aunque también se han reportado casos en pacientes
inmunocompetentes [1]. En Colombia, la vigilancia de pacientes seropositivos ha
sido importante en el estudio de infecciones oportunistas como la criptococosis, que
en nuestro pais no es de obligatorio reporte [11]. Segun el boletin epidemioldgico
de la situacion del VIH/Sida en Colombia 2013, en el periodo 1985-2012 se ha
reportado un total de 95.187 casos de infeccidn por VIH/SIDA. Para el afio 2012
ingresaron al SIVIGILA 8.196 casos, de los cuales 5.914 fueron hombres y 2.282
mujeres, con un porcentaje de 72,2% y 27,8% respectivamente, asociando la

infeccidén al mecanismo de transmision sexual en un 98.5% [12].

En cuanto a la epidemiologia nacional de la criptococosis, se reportd un estudio
retrospectivo en un periodo de 5 afos, dado entre el 2006 y 2010, en el cual se
determind una incidencia general en la poblacién de 2,4 casos por un millon de
habitantes y en pacientes SIDA una incidencia de 3,3 casos por cada mil pacientes.
Este analisis se realizé en un total de 526 encuestas, de las cuales el 76,6 % eran
hombres y el 74,9 % estaban entre los 21 y los 50 afios. Adicionalmente, en el
estudio se identificd un predominio de infeccion por VIH del 83,5%, y una progresion

a SIDA en pacientes con criptococosis del 23% de los casos [11].

A partir de aislamientos recuperados en el estudio (413) se atribuyd un 95,6% de la
infeccion a C. neoformans var. grubii, 1% a C. neoformans var. neoformans y 3,4%
a C. gattii [11].

Un factor importante en el desarrollo de la criptococosis, adicional a la
inmunosupresion, es la suplementacién con hierro, la cual se considera parte del
tratamiento en pacientes seropositivos, debido a la alteraciéon en el metabolismo de
dicho elemento, que genera de manera secundaria anemia microcitica [5]. En

estado fisioldgico las concentraciones de hierro en los fluidos se mantienen en

16



niveles bajos (10718, lo cual esta dado por la fijacién del hierro a proteinas como la

transferrina y lactoferrina [6, 7].

La sobrecarga de hierro asociada a diferentes factores como la predisposicidon
genética, estado nutricional e intervencidén terapéutica, que en este caso esta
relacionada con la suplementacidn de hierro, aumentan el riesgo de infecciones por
diferentes microorganismos dentro de los cuales se encuentra Plasmodium
falciparum,  Mycobacterium  tuberculosis 'y  Cryptococcus  neoformans,

microorganismo objetivo del estudio [4, 8, 10, 13].

Aun no se ha descrito una relacion directa entre el desarrollo de la criptococosis y
el tratamiento con suplementos en estos pacientes, sin embargo, se ha descrito la
relacion de la patogenicidad del agente etiolégico con el aumento de hierro en

estado férrico [10], el cual es captado por microorganismos oportunistas.

Por las razones anteriormente descritas, este estudio pretende evaluar la relacion
de la biodisponibilidad de hierro con el desarrollo de factores de virulencia en C.
neoformans, siendo el principal objetivo la evaluacion del tamafo capsular, el cual
puede asociarse a la patogenicidad e invasion en el hospedero, lo cual esta
principalmente relacionado con pacientes inmunosuprimidos que han recibido

suplementos de hierro asociados a la terapia antiretroviral.

Los resultados de este estudio orientarian el manejo terapéutico de pacientes
vulnerables a la infeccion, al implementar concentraciones de hierro adecuadas que
amortiglen la ferropenia, sin generar una sobrecarga que pueda favorecer una

infeccion por microorganismos oportunistas como C. neoformans.
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MARCO TEORICO

Cryptococcus spp.

El género Cryptococcus perteneciente al filum Basidiomycota, es caracterizado por
formas levaduriformes, ovales y encapsuladas. A este género pertenecen las
especies C. neoformans y C. gattii, definidas como patégenos humanos, las cuales
fueron caracterizadas por fenotipos fisiolégicos y morfolégicos [14]. Diferencias
antigénicas de polisacaridos capsulares, permitieron la clasificacién filogenética de
C. neoformans en dos serotipos: variedad neoformans (serotipo D) y variedad grubii
(serotipo A). En contraste con la especie C. gattii caracterizada por su capsula
serotipo B y C, adicionalmente se describieron tres hibridos: AD, AB, BD [2, 14,

15].

Figura 1. Agentes etiologicos de la Criptococosis
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Las dos especies exhiben diferentes distribuciones geograficas [17]:

- C. neoformans: la variedad grubii ha presentado una distribucion mundial a
diferencia de la variedad neoformans que ha estado restringida en paises
europeos, sin embargo las dos variedades comparten su asociacién a
excremento de aves, principalmente palomas (Columba livia).

- C. gattii: parecia estar restringido en regiones tropicales y subtropicales, sin
embargo en 1999 se reportd un brote en la isla de Vancouver, Canada, lo
cual hizo pensar la capacidad de esta especie para establecerse en climas
templados. El serotipo B se ha asociado con varias especies de eucalipto
dentro de las que se encuentran, Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus
tereticornis, Eucalyptus Rudis, y Eucalyptus gomphocephala, por el contrario
el serotipo C ha sido aislado a partir de dendritos de almendros (Terminalia

cattapa).

C. neoformans es causa principal de infecciones oportunistas en pacientes
inmunocomprometidos, como VIH seropositivos, con leucemia y otros tipos de
cancer, o en aquellos que toman medicamentos corticosteroides [16,18]. C.
neoformans var. grubii (serotipo A) es responsable de la mayoria de los casos de
criptococosis en huéspedes inmunocomprometidos [18]. Contrario a esto, C. gattii

afecta principalmente a individuos inmunocompetentes [16].

Criptococosis

Micosis oportunista producida por C. neoformans (var. neoformans y var. grubii) y
C. gattii, que afecta pacientes inmunocomprometidos, aunque también se han
reportado casos en pacientes inmunocompetentes [1]. En Colombia segun estudios
recientes, se estimé una incidencia de 2,4 casos por un millon de habitantes y en
pacientes SIDA 3,3 casos por cada mil pacientes, atribuyendo un 95,6% de la

infeccion a Cryptococcus neoformans var. grubii [12].
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Esta patologia es adquirida por la inhalacion de esporas o levaduras desecadas y

presenta dos formas clinicas, la pulmonar y la extrapulmonar o diseminada [3,
14,19, 20]

Pulmonar: generalmente asintomatica o caracterizada por sintomas
inespecificos como tos, esputo escaso, en ocasiones hemoptisis, febriculas,
pérdida de peso y malestar general. En las imagenes diagnosticas pueden
evidenciarse nodulos, infiltrados lobares, intersticiales, patrén miliar, masas
endobronquiales y cavitaciones.

Extrapulmonar o invasiva: es caracteristica de pacientes con SIDA y afecta
organos diferentes al pulmdn, donde se efectua la infeccidn primaria. Dentro

de los principales érganos afectados de encuentra [19, 20]:

Sistema nervioso central (SNC): es la forma clinica mas frecuente, en la
mayoria de l0os casos cursa como meningitis © meningoencefalitis que puede
presentarse de manera aguda, subaguda o cronica.

En pacientes inmunocomprometidos la respuesta inflamatoria es escasa, por
lo que se evidencia fiebre sin foco 0 manifestaciones clinicas, por el contrario
en personas inmunocompetentes, la presentacion clinica es severa, esto
como resultado de la reaccion inflamatoria producida, la cual es caracterizada
por la formacion de lesiones granulomatosas denominadas criptococomas,
principalmente localizados en hemisferios cerebrales.

Dentro de las manifestaciones clinicas mas comunes se encuentra cefalea,
nauseas, vomito, fiebre, alteracién de la conciencia, signos meningeos €

hipertension intracraneana.
Piel: puede ser primaria, siendo definida en la literatura como la identificacion

de Cryptococcus spp. en biopsia o cultivo de piel en ausencia de enfermedad

diseminada; o secundaria en casos de diseminacién hematdgena.
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La manifestacion clinica caracteristica de esta presentacion esta dada por
infiltraciones dérmicas con contornos definidos, ocasionalmente fluctuantes,

semejante al eritema nodoso.

- Ojos: mas del 50% de pacientes con neurocriptococosis presentan
afectaciones oculares, siendo mas frecuente el papiledema secundario a
meningitis, y menos frecuente la coroiditis en la cual un 5% de pacientes con

meningitis cursa con esta presentacion clinica.

- Hueso: produce osteolisis.

- Visceras: lesiones granulomatosas.

Respuesta inmunolégica

Infeccidn e inmunidad innata

Los mecanismos de la inmunidad innata restringen el establecimiento de la infeccion
por Cryptococcus spp. El primer medio de contencidn son las barreras fisicas como
la piel y mucosas, sin embargo el sistema del complemento, las células fagociticas
son los principales actores en la respuesta inespecifica frente a este

microorganismo [16].

El sistema del complemento es una cascada de reacciones de proteinas séricas
que pueden activarse por tres vias, la clasica (mediada por anticuerpos), lectinas, o
alternativa (mediada por la superficie microbiana). Las tres vias convergen en la
formacion de C3 convertasa dando como resultado la escisién de C3 en C3ay C3b
[16,21]. ElI C3b tiene dos funciones, la primera es la opsonizacion del
microorganismo para posteriormente ser fagocitado y la segunda esta dada por su

accidn de escision sobre el C5, convirtiéndolo de esta manera en C5ay C5b, siendo
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C5b una opsonina al igual que C3b. C5b es el desencadenante en la formacién del

complejo de ataque a la membrana (C5b, C6, C7, C8, C9) [21,22].

Figura 2. Respuesta inmune en Criptococosis: respuesta mediada principalmente
por la cascada del complemento y la posterior opsonizacién dada por C3b, la cual
favorece la fagocitosis.

Figura tomada: EUKARYOTIC CELL, June 2010, p. 835-846

La fagocitosis es iniciada por el reconocimiento directo de la levadura o mediada
por receptores que reconocen anticuerpos o complemento [16]. Los componentes
de la capsula criptococica pueden ser directamente reconocidos por los receptores
de reconocimiento de patrones (PRR), donde el glucoronoxilomanano se une a
receptores Toll tipo 4 y el receptor de manosa de las células dendriticas se une a

manoproteinas expresadas en la superficie celular de la levadura [16, 23].
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Infeccion e inmunidad adaptativa

Los anticuerpos anticriptocécicos promueven la fagocitosis mediante el
reconocimiento de la porcién FC (fraccion cristalizable) del anticuerpo por parte de
receptores en las células fagociticas. Por otro lado media la activacién del

complemento por la via clasica [16].

Factores de virulencia y evasion del sistema inmune

1. Céapsula

La capsula estd compuesta principalmente por Glucoronoxilomanano (GXM), el cual
a su vez se compone a-1,3-ligado a residuos de manosa con grupos laterales de
xilosil y glucuronil, pesa entre 1,700y 7,000 kDa y abarca aproximadamente el 90%

de la capsula de C. neoformans [2, 24, 25].

Figura 3. Composicion del Glucoronoxilomanano (GXM): el Glucoronoxilomanano
es un polisacarido compuesto por tres monosacaridos (Acido glucuronico, xilosa y

manosa)

Figura tomada: Annu Rev Microbiol. 2009; 63: 223-247.
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El Glucoronoxilomananogalactano (GXMGal) también hace parte en menor
cantidad de la estructura capsular y estd compuesto por a-1,6-ligado a polimeros

de galactosa, manosa, xilosa y modificaciones de acido glucurénico [24, 25].

Figura 4. Composicion del Glucoronoxilomananogalactano (GXMGal): el
Glucoronoxilomananogalactano es un polisacarido compuesto por cuatro

monosacaridos (Acido glucuronico, xilosa, manosa y galactosa)

Figura tomada: Annu Rev Microbiol. 2009; 63: 223-247.

Los polisacaridos capsulares son sintetizados a partir de la polimerizacion de
azucares simples sobre una columna vertebral de hidratos de carbono, este proceso
depende principalmente del metabolismo de carbohidratos, al suministrar

eficientemente los azlcares necesarios para dicha sintesis [24,26].

Los azucares que componen los polisacaridos capsulares son sintetizados en el
citoplasma, la estructura caracteristica de cada uno es ensamblada cerca de la
pared celular para posteriormente ser transportados a través de esta, concluyendo

asi la formacion de la capsula [24].
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La capsula esta implicada en la evasidbn de la fagocitosis, afectando
secundariamente el procesamiento y presentacién antigénica y por ende la
expansién clonal de linfocitos T [27]. Dicha evasidén se ha asociado a la capacidad
del microorganismo de cambiar su estructura capsular impidiendo de esta manera
el reconocimiento por parte del sistema inmune y a la capacidad protectora de la
capsula frente al estrés oxidativo mediado por especies reactivas de oxigeno (ROS)
y nitrégeno dentro de los fagolisosomas de macréfagos, células dendriticas vy
neutréfilos, convirtiéndolo de esta manera en un parasito intracelular facultativo [16,
27, 28].

La capacidad de C. neoformans de modificar el tamafo y estructura de su capsula
esta ligada principalmente a factores fisioldgicos en el huésped, dentro de los cuales
se describen la exposicion a didxido de carbono y bajos niveles de hierro, elemento
esencial en el metabolismo del microorganismo. Se cree que el aumento del tamario
capsular en C. neoformans frente a concentraciones disminuidas de hierro,
contribuye a una mayor obtencion del elemento por parte de la levadura y este

cambio se produce durante las primeras horas de infeccién [16, 27].

Modificacion de la capsula a concentraciones bajas de hierro

Condiciones minimas de hierro inducen el aumento del tamarfo capsular en C.
neoformans. Actualmente se han descrito vias de sefalizacidn que regulan la
adaptacién del microorganismo al medio [24]. Uno de los principales reguladores de
la adaptacion a la privacion de hierro es el factor de transcripcion tipo GATA Cir1, el
cual responde también a altas concentraciones de hierro, aumentando la captacion
de este por la célula. En estudios realizados por Jung y colaboradores, utilizando
mutantes Cir1 sometidas a bajas y altas concentraciones de hierro, se demostro el
papel de este factor de transcripcion en la regulacion de diversos procesos que

mantienen la integridad de la pared celular en medios con privacion de hierro y
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adicionalmente la regulacidn en la expresidn de enzimas mediadoras en la sintesis

de la capsula [24, 13].

Modificacion de la capsula a diferentes niveles de CO2

C. neoformans en respuesta a diferentes niveles de didxido de carbono utiliza la
proteina Can2 (Anhidrasa carbdnica) para convertir CO2 a HCOs (Bicarbonato), con
el fin de contrarrestar los elevados niveles de CO2z en el medio pulmonar,
permitiéndole de esta manera el crecimiento en el entorno. La produccion de HCOs
a pH fisiologico estimula la producciéon de cAMP activa la via de sefalizacion cAMP-
PKA responsable de la produccién de levaduras encapsuladas en el hospedero
[24,29].

La respuesta celular a factores como el hierro y el COz2, los cuales son de interés

para este estudio son expuestos en la imagen a continuacion:
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Figura 5. Via de sefalizacion: la respuesta a la privacion de hierro estd dada por
el factor de transcripcion tipo GATA Cirl que promueve la encapsulacion,
adicionalmente el Cirl responde también a altas concentraciones de hierro,
aumentando la captacién de este por la célula.
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Modificacion de la capsula en respuesta a estrés

Es un factor represor en la induccién de la capsula, lo cual est4d estrechamente

relacionado con alteraciones en la integridad de la pared celular, impidiendo una
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adecuada secrecion capsular. La principal condicidn asociada es una elevada

osmolaridad del entorno donde se encuentre el microorganismo [2, 24].

En cuanto al aumento del tamaro capsular en C. neoformans, estudios recientes
han asociado este estado a la adicion de polisacaridos diferentes a los
preexistentes, produciendo de esta manera un aumento significativo de la densidad
de la capsula. Este hallazgo es de vital importancia en el entendimiento de la
interaccion del microorganismo con el sistema inmune del hospedero, ya que la
acumulacion de nuevas moléculas de polisacaridos que tienen diferentes
propiedades fisicas y antigénicas a las preexistentes podrian afectar el
reconocimiento por parte de anticuerpos, complemento y por ende no se realizaria

una fagocitosis efectiva de la levadura [2, 30, 31, 32].

2. Sintesis de melanina

La melanina es un pigmento que se encuentra en la pared celular de muchos
hongos patdgenos dentro de los cuales se encuentra C. neoformans. Hay varios
tipos de melaninas: eumelaninas, feomelaninas, alomelaninas y piomelaninas, las
cuales comparten caracteristicas fisicas como el color oscuro, insolubilidad y

resistencia a hidrolisis acida [33].

La melanizacion en C. neoformans esta catalizada por la lacasa, una difenoloxidasa
asociada a la pared celular que acciona la oxidacion de compuestos difendlicos
como las catecolaminas, grupo que incluye la epinefrina, norepinefrina y dopamina,
esto explica el tropismo de este microorganismo por el sistema nervioso central
(SNC). Los genes LAC 1 y LAC2 han sido identificados en C. neoformans, siendo
LAC 1 el principal en la produccion de melanina [33]. Este compuesto ha sido
fuertemente asociado a resistencia al estrés oxidativo dentro de los fagolisosomas
de las células fagociticas del hospedero, esto adicional a la evasion del

reconocimiento por parte de la respuesta inmune del mismo [33, 34].
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3. Crecimiento a 37°C

C. neoformans es un microorganismo termotolerante en comparacion con otros
hongos, y puede por lo tanto, crecer a temperaturas corporales de los mamiferos
[35].

4. Enzimas extracelulares

En C. neoformans se han descrito tres mecanismos de actividad enzimatica que
favorecen la patogenicidad y diseminacion del microorganismo, dentro de estos se
encuentra[36 - 38, 73]:

e Produccion de proteasas: juegan un papel importante en la degradacién
tisular del hospedero, favoreciendo la invasion del parénquima pulmonar a
partir del espacio alveolar.

e Fosfolipasa B: esta localizada en la pared celular, manteniendo la integridad
de esta y adicionalmente contribuye a la invasién fungica del tejido
pulmonar y a la diseminacion del microorganismo.

e Ureasa: cataliza la hidrolisis de urea a amoniaco y carbamato, esta
actividad mejora la habilidad se C. neoformans para invadir el SNC

(sistema nervioso central)

Metabolismo del hierro

El hierro es empleado por las células como cofactor de variadas actividades
bioquimicas como el transporte de oxigeno, metabolismo energético y sintesis de
DNA, esto debido a su capacidad de 6xido-reduccidén que le permite asociarse a

proteinas, transferir electrones y mediar reacciones cataliticas [6, 39].
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Una gran cantidad de hierro (al menos 2,1 g) es empleado en la eritropoyesis,
formacion de hemoglobina en los eritrocitos y por ende el transporte de oxigeno,
también una cantidad significativa esta depositada en los macréfagos (~600 mg),
adicionalmente se encuentra presente en la mioglobina (~ 300 mg), y el exceso de

hierro en el organismo (~ 1 g) se almacena en el higado [6].

La obtencién nutricional del hierro esta dada por tres vias dependiendo del estado

quimico del metal [6, 40]:

e Estado férrico Fe3+: es reducido a ferroso Fe2* por medio de reductasas
DcytB (Citocromo B duodenal) ubicadas en el lumen intestinal.

e Estado ferroso Fe2+: es transportado directamente a través de la
membrana apical de los enterocitos por el DMT1 (Transportador divalente
de metal 1).

e Grupo hem: es degradado por la hemooxigenasa, obteniendo de esta

manera el hierro que compone la estructura tetrapirrdlica.

Los iones ferrosos obtenidos de estas vias pueden ser almacenados por la ferritina
o ser exportados a través de la membrana basolateral por medio de la ferroportina
Fpn y posteriormente oxidados por la proteina de membrana hefaestina. La
transferrina Tf se une al hierro en estado férrico Fe3+ para de esta manera ser

transportado a donde se requiera [6, 40].

Figura 6. Metabolismo de hierro: el hierro es obtenido a partir de la dieta, este
proceso se da mediante la DcytB que reduce el Fe®* a Fe?* y este es posteriormente

internalizado por el DMT1, ya en el interior este elemento es distribuido para ser
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almacenado en forma de ferritina o entregado a la transferrina para su transporte a

los 6rganos que lo requieren.

Figura tomada: Acta bioquim. clin. latinoam. v.39 n.3 La Plata jun./sept. 2005

La entrega de hierro a la transferrina es regulado por la hepcidina, péptido
sintetizado por el higado en respuesta al indice de saturacion de la transferrina y el
nivel de receptores dispuestos para esta proteina en el higado, sin embargo la
hepcidina también es sintetizada en procesos infecciosos e inflamatorios
produciendo de esta manera una regulacion negativa al impedir la entrega de hierro
a la transferrina afectando directamente el metabolismo normal de este elemento,
generando secundariamente procesos anémicos por deficiencia de hierro [5, 6, 7,

40].

Los mamiferos secuestran y retienen el hierro como un mecanismo de defensa,
manteniendo asi un entorno nutricional hostil para los patégenos invasores como
es el caso de C. neoformans. Una gran cantidad de hierro estd asociado a proteinas

como transferrina, lactoferrina, ferritina y como hem en la hemoglobina.

La transferrina representa aproximadamente 1% del hierro total en el cuerpo

humano, se mantiene a ~ 33% de saturacion en suero y neutraliza eficazmente el
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hierro libre. La lactoferrina es similar a la transferrina en estructura y funcién, pero
esta proteina retiene el hierro en condiciones acidas, mientras que la transferrina se

une al hierro a pH neutro [41].

Teniendo en cuenta lo anterior, los patdogenos compiten con el hospedero por la
obtencion de este elemento por medio de diversos mecanismos de captacion, lo

cual es importante para la virulencia [41, 42].

Mecanismos de captacion de hierro

Los mecanismos de captacion de hierro han sido mas descritos en patdgenos
bacterianos, de los cuales muchos producen sideréforos que se unen con gran
afinidad al hierro férrico y otros son capaces de utilizar proteinas como la ferritina,
lactoferrina, grupo hemo y proteinas que contienen hemo [43]; por ejemplo
Staphylococcus aureus durante la infeccidon usa hierro del grupo hemo en lugar de
la transferrina, por esta razdén su capacidad Beta-hemolitica con lisis total de los

glébulos rojos [44].

Contrario a lo expuesto anteriormente, los mecanismos fungicos en la captacion de
hierro han sido menos descritos [9], sin embargo se han detallado cuatro estrategias
de captacion y almacenamiento, lo cual les ha permitido competir eficazmente por

este elemento en el medio [4]:

1. Reduccion extracelular del hierro en estado férrico (Fe3*) a ferroso (Fe?*)
mediado por reductasas localizadas en la pared fungica, dichas reductasas
estan asociadas a permeasas que permiten la internalizacion del hierro en el
citoplasma.

2. Sintesisy secrecion de sideréforos, que una vez unidos al hierro lo introducen
en la célula fungica mediante diversos mecanismos enzimaticos y no

enzimaticos.
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3. Desarrollo de sistemas enzimaticos con actividad homodloga a la
hemooxigenasa humana, haciendo posible la liberacion del hierro de la
hemoglobina tras la lisis eritrocitaria.

4. Acidificacién del medio en condiciones anaerobias, secundario a la formaciéon
de hidrogeniones libres, lo cual permite la liberacion del hierro unido a la

transferrina sérica, facilitando la captacion de este elemento.

El modelo fungico mejor caracterizado es Saccharomyces cerevisiae, al cual se le

han identificado dos sistemas de captacidon de alta afinidad [45, 46]:

1. Reduccidn de hierro férrico a ferroso por actividad de una reductasa de la
superficie celular con posterior transporte a través de la membrana
plasmatica por una permeasa de alta afinidad por el hierro (complejo
ferroxidasa multicobre).

2. Utilizacion de sideroforos de otros organismos.

Se han descrito mecanismos en el transporte de hierro similares al de S. cerevisiae
en patdogenos humanos. Los sistemas de reduccion del hierro y utilizacién de
sideréforos, también se han encontrado en Candida albicans y Aspergillus
fumigatus [47,48].

En Candida albicans se ha descrito un mecanismo adicional de captacidn similar a
S. aureus, el cual esta asociado a la actividad hemolitica, otorgandole la capacidad

de utilizar el hierro del grupo hemo presente en la hemoglobina [49, 50].

Captacion de hierro en C. neoformans
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En C. neoformans se han encontrado varios sistemas de transporte que le permiten
captar el hierro del medio ambiente, dentro de los que se destaca la presencia de
reductasas en la superficie celular, el sistema de captacion de alta afinidad
compuesto por la permeasa CFT1 y la ferroxidasa Cfo1, la reduccién extracelular
no enzimatica de hierro férrico por un reductor secretado, el acido 3-
hidroxiantranilico, la presencia de melanina en la pared celular, que puede contribuir
a la reduccién de hierro férrico [9, 51, 52]. Y por ultimo también se ha descrito la
captacién de hierro unido a sideréforos secretados por otros microorganismos, ya

que éste no produce sideréforos [9,51].

Hierro asociado a patogenicidad en C. neoformans

El hierro en toda célula eucariota es empleado como cofactor de variadas
actividades bioquimicas como el ciclo de los acidos tricarboxilicos, la respiracion
mitocondrial, la biosintesis de aminoacidos, lipidos y esteroles, esto debido a su
capacidad de Oxido-reduccidon que le permite asociarse a proteinas, transferir
electrones y mediar reacciones cataliticas. Dicho elemento se vincula en C.
neoformans al desarrollo del tamafo capsular en asociacibn con COz,
adicionalmente la presencia de hierro media la regulacion de la enzima
fenoloxidasa, intermediaria en la sintesis de melanina a partir de compuestos
difendlicos como las catecolaminas, favoreciendo la virulencia y patogenicidad de

este microorganismo [6, 39].

Modelos in-vivo en el estudio de infecciones

La infeccion por C. neoformans ha sido previamente evaluada en modelos animales,
dentro de los cuales se encuentran murinos e invertebrados, siendo los primeros
relegados por aspectos bioéticos [53,54], segun el Consejo Internacional de
Organizaciones Médicas (CIOM) para investigacidn con animales sefalan los
criterios éticos que deben seguirse en el manegjo y cuidado de animales para

experimentacion [54]:
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Reemplazo de animales conscientes por animales inconscientes o materiales
no sensibles. Son alternativas de reemplazo:

- Uso de técnicas fisicas y quimicas y predicciones basadas en las
propiedades fisicas de las moléculas.

- Uso de modelos matematicos y de computacion, uso de organismos
inferiores como invertebrados o microorganismos.

- Uso de organismos muertos.

-Uso de estados primarios de desarrollo, uso de métodos in vitro (fracciones
subcelulares, fracciones de tejidos, suspensiones celulares, 6rganos, cultivos
celulares, incluyendo células humanas).

Reduccion del numero de animales sin disminucién de la precision. Esto se
logra con colonias genéticamente homogéneas, sin influencias ambientales,
seleccionando el modelo animal adecuado, usando una metodologia
bioestadistica avanzada y un banco de datos adecuado en que se publica
tanto los resultados positivos como los negativos para no repetir
experimentos

Refinamiento de las técnicas para reducir el dolor y las molestias. Se debe
considerar los siguientes aspectos:

- Cuidado y bienestar animal para evitar molestias innecesarias.

- Destrezas y capacitacion del personal para dar el tratamiento adecuado a
los animales de experimentacion.

- Perfeccionamiento de métodos para detectar dolor.

- Uso de anestésicos, analgésicos y tranquilizantes para disminuir el dolor.

- Uso de técnicas no invasivas o telemétricas para evitar dolor y molestias.

- Aplicar eutanasia anticipada o finalizacion del procedimiento doloroso

(Ilamado punto final) para evitar la prolongacion de sufrimiento

Recientes estudios han tomado ventaja de la facil utilizacién de invertebrados como

modelos de infeccidn; amebas como Acanthamoeba castellanii y Dictyostelium

discoideum, el nematodo Caenorhabditis elegans y el insecto Drosophila

melanogaster, han sido principalmente utilizados en el estudio de procesos
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celulares, moleculares e infecciosos [55]. En D. melanogaster de tipo salvaje, hay
una limitacidén especial dada por la resistencia a infeccidn sistémica producida por

diversos hongos, incluyendo C. neoformans [55, 56].

Galleria mellonella como modelo in-vivo para el estudio de infeccion por
C. neoformans

En respuesta a la necesidad de un modelo que se ajuste a las condiciones de
infeccion para C. neoformans, se implementd el uso de larvas de G. mellonella,
polilla perteneciente al orden lepidoptero, suborden Glossata y clado Ditrysia. Esta
permite el desarrollo de la patogenicidad del agente etioldgico, dando un alto indice
de mortalidad en estos insectos. El hongo dentro de la larva esta sometido a
fagocitosis por parte de los hemocitos, lo cual hace una representacion de la

respuesta inmune frente a estos patdgenos [57].

G. mellonella ha sido utilizada también en el estudio de la patogénesis bacteriana
de Pseudomona aeruginosa, Proteus mirabilis, Escherichia coli y patogénesis
fungica de C. albicans y Aspergillus spp., principalmente A. fumigatus y A. flavus
obteniendo de igual manera que con C. neoformans la muerte de la larva [53, 58-
66].

La respuesta inmune producida por G. mellonella durante la infeccion por C.
neoformans es diferente en comparacién con células de mamiferos, dado que los
invertebrados carecen de respuesta inmune adaptativa y no hay produccion de
inmunoglobulinas, sin embargo, los insectos poseen mecanismos de respuesta
inmune innata efectivos, los cuales estan dados por la presencia de hemocitos que
tienen capacidad fagocitica similar a la actividad de macréfagos y neutrdfilos;
células presentes en la respuesta innata de mamiferos, adicionalmente se ha
reportado la produccidn de péptidos antimicrobianos en estos insectos que median

la inmunidad frente a la infeccion [53].
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En cuanto a los factores de virulencia de C. neoformans que este modelo permite
evaluar, se encuentra el tamafo capsular, el cual se ve sometido a cambios
morfologicos, caracterizados por aumento del tamafo capsular, dando lugar a
células gigantes que logran inhibir la fagocitosis [11, 53]. El modelo G. mellonella
también ha sido caracterizado en la especie C. gattii obteniendo igual utilidad y

correlacion que con C. neoformans [74].

A pesar de la gran utilidad que brinda este modelo en el estudio de diversas
infecciones, dentro de estas la criptococosis, se han identificado ciertas desventajas
principalmente dadas en la produccidn de este modelo, ya que muchas veces se ve
afectado por factores fisiologicos y patoldgicos de los insectos si no se llevan las
medidas adecuadas para su produccion en masa. Otro aspecto importante es la
caracterizacion genética de este modelo, siendo pobre en comparacién con D.
melanogaster. Sin embargo, dichas desventajas no han opacado el potencial de
este organismo como modelo experimental, dado que sus ventajas sopesan sus

desventajas.

Dentro de las ventajas adicionales a la evaluacidon de respuesta inmune y factores
de virulencia, se une la gran correlacién con resultados obtenidos en modelos
murinos, su facil manipulacién y su tolerancia a 37°C, lo cual no es compatible con
otros modelos como C. elegans o D. melanogaster , en los cuales la temperatura

maxima a emplear es 25 °C [57].

OBJETIVO GENERAL
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Evaluar la patogenicidad de Cryptococcus neoformans expuesto a diferentes

concentraciones de hierro en el modelo invertebrado de Galleria mellonella.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la concentracion basal de hierro en Galleria mellonella.

2. Evaluar el crecimiento de C. neoformans en presencia de hierro.

3. Evaluar la concentracion de hierro consumido por C. neoformans a partir del
medio de cultivo.

4. Evaluar la supervivencia de G. mellonella inoculada con C. neoformans bajo
la influencia de diferentes concentraciones de hierro.

5. Evaluar la influencia del hierro en el tamaro capsular de C. neoformans.
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METODOLOGIA

-Cepas de trabajo: En el estudio se emplearon las cepas descritas en la tabla 1.

Tabla 1. Cepas de C. neoformans utilizadas en el estudio

Serotipo/
Codigo
Caodigo Especie Variedad Pareja Virulencia Referencia
INS
sexual
HO058-I- C. neoformans  grubii
H99 Ala Alta [15,75]
1129
HO0058-I1- C. neoformans neoformans
JEC21 D/a Baja [15,75]
1128

Las cepas se emplearon en fase logaritmica de crecimiento, las cuales fueron

sembradas en agar Sabouraud e incubadas por 24 horas a 37°C.

-Larvas de Galleria mellonella:

Las larvas fueron adquiridas con la empresa SCIENTIA COLOMBIA S.A.S Cali-

Colombia, en ultimo estadio larval (15 dias antes de convertirse a pupa).

Objetivo 1: "Determinar la concentracién basal de hierro en Galleria mellonella

Se realiz6 medicion de la concentracion basal de hierro en G. mellonella con el fin

de determinar la concentracion de hierro en el organismo.

Para esto se seleccionaron cuatro larvas al azar, las cuales fueron introducidas
individualmente en tubos eppendorfy posteriormente puestas en contacto con hielo,

logrando de esta manera una sedacion y disminucién en la movilidad de estos
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invertebrados. La exposicién al frio se realizé aproximadamente por 10-15 minutos.
A las larvas sedadas se les realiz6 una incisién en la ultima pata falsa, garantizando

de esta manera una extraccion de la hemolinfa sin agregados intestinales [67].

La hemolinfa extraida (aproximadamente 15-50pl por cada larva) se depositdé en
tubos eppendorf los cuales contenian 200pl de anticoagulante con propiedad
antimelanizante: Buffer Insect physiological saline (IPS), para posteriormente
realizar la medicién de hierro en la hemolinfa, la cual fue medida dentro de un
periodo de 10 minutos posteriores a la extraccion, garantizando la calidad de la

hemolinfa para el respectivo procedimiento [53, 67]. (Figura 7).

Figura 7. Extraccion de hemolinfa de Galleria mellonella

La concentraciéon basal de hierro de G. mellonella en Ultimo estadio larval fue

medida por el método colorimétrico descrito a continuacion.

Principio del método: el hierro se disocia del complejo sérico hierro-transferrina en

medio acido débil. El hierro libre se reduce a i6n ferroso mediante el &cido ascoérbico.
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Los iones ferrosos en presencia de FerroZine forman un complejo coloreado, como

se describe en la siguiente reaccion:

. 1 4 H . A A
Transferrina (Fe3+)z e Acidoascartaico > ¢ Transferrina

Fe?™ FeroZine Complejo coloreado

Procedimiento: se siguieron las indicaciones de la casa comercial (ESPINREACT)

para el kit IRON-FZ dispuesto para la cuantificacion de dicho elemento:

para determinar la concentracion de hierro se puso en contacto 200 pL de la muestra
(hemolinfa) con &cido ascérbico (reactivo de trabajo RT) y los iones ferrosos
resultantes de esta reduccion fueron coloreados con ferroZine (R3) (Tabla 2.) Luego
se mezclaron e incubaron 10 minutos a temperatura ambiente. Se leyo la

absorbancia (580 nm) del patrén y la muestra, frente al blanco del reactivo.

Tabla 2. Preparacion de muestras y blancos: inserto de la casa comercial

SPINREACT para el kit IRON-FZ.

1 1
Reactivos
Blanco Patron Blanco Muestra
RT Muestra
RT (Tampon+ reductor) (mL) 1,0 1,0 1,0 1.0
R3 (Color-FerroZine) (gotas) 1
Agua destilada (pL) 200
Patron (pL) 200
Muestra (pL) 200 200
Control (50 pM FeCI3) 200 200

En el procedimiento se utiliz6 un control con concentracion conocida (50pM) FeCI3.
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La medicién se realiz6 con el Stat Fax 3300, instrumento ampliamente utilizado en
inmunoensayos de bioquimica a nivel clinico. Para este procedimiento se siguieron

los lineamientos de la casa comercial.

Objetivo 2: “Evaluar el crecimiento de C. neoformans en presencia de hierro.”

La concentracion de FeCls a emplear en este objetivo fue determinada con base
en revision bibliografica, la cual reportaba concentraciones de 10, 100 y 1000 uM,
sin embargo al realizar la incubacién empleando la mayor concentracion (1000 uM)
no se obtuvo crecimiento de ninguna de las cepas (JEC21 y H99), por lo cual se

replanteo la concentracidn maxima de FeCls a evaluar:

se determind reducir a la mitad las concentraciones reportadas en la literatura (5,
50 y 500 UM de FeCls), de las cuales se empled la maxima concentracion (500 uM)
con el fin de evaluar el crecimiento de las cepas de C. neoformans (JEC21 y H99)

a mayor biodisponibilidad de hierro [9, 68].

Teniendo en cuenta lo anterior se inicid con la incubaron de las cepas (H99y JEC21)
en 20mL de medio minimo (compuesto por 5 g de glucosa, 5 g de asparagina, 0,4
g de K2HPO4, 80 mg de MgS04 « 7H20, 0,25 g de CaCl2 « 2H20, 0,4 mg de Tiamina,
0,057 g de acido bérico, 0,005 g de CuS0O4 « 5H20, 0,01 mg de MnCl2 « 4H20, 2
mg de ZnSO4 « 7H20 y 0,46 mg de molibdato de sodio por litro), toda la noche (16
horas). Las cepas utilizadas se emplearon a partir de cultivo fresco (< 24 horas) en

agar Sabouraud dextrosa [69].

Posterior a la incubacion en medio minimo toda la noche, se midié el nimero de
células/mL de cada cepa (H99 y JEC21) en camara de Neubauer. El inoculo de
cada cepa (H99 y JEC21) se ajustd a una concentracion final de 1 x 107 células/mL
para un volumen final de 40mL de medio minimo. Esta preparacion fue incubada a

37°C en agitacidon continua de 180 rpm por 21 horas, tiempo durante el cual se midio
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la densidad Optica de cada medio de cultivo con la respectiva cepa. Dicha medicién

se realizé cada hora (Figura 8).

Figura 8. Curva de crecimiento de C. neoformans (JEC21 y H99) bajo

concentracion de 500 pM de FeCI3.

Objetivo 3: "Evaluar la concentracion de hierro consumido por C. neoformans a
partir del medio de cultivo.”

Para cumplir con este objetivo se evaluaron tres concentraciones de hierro, segun
revision bibliografica, lo cual permite determinar el consumo de dicho elemento por

parte de C. neoformans en distintas condiciones de biodisponibilidad [9, 68]:

+ FeCI3: 0, 5, 50, 500 pM.
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Se empled medio minimo con y sin suplementacion:

1. Hierro (FeCls): se evalud la utilizacion de hierro, con el fin de observar

una reduccion del elemento a estado ferroso, importante para la
internalizacion a nivel intracelular.

2. Ausencia de hierro: en esta condicidn se evalud el metabolismo del

microorganismo en ausencia de hierro.

Las cepas de C. neoformans (H99 y JEC21) a una concentracion de 1.5x108
células/mL (concentracion establecida en ensayos previos del proyecto al que
pertenece este estudio), fueron incubadas en 20mL de medio minimo suplementado
con las diferentes concentraciones de FeCls descritas anteriormente, dicha
incubacion se realizd por un periodo de 12 horas a una temperatura de 37°C vy
agitacion constante de 180 rpm [69]. Posterior a la incubacién se tomé 10mL de
cada medio de cultivo y se centrifugo 5 minutos a 10000 rpm. La medicidn del hierro
se realizd a partir del sobrenadante, con el mismo principio descrito en el objetivo 1
(Figura 9).
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Figura 9. Medicion de hierro consumido por C. neoformans en medios de cultivo
con FeCI3 (0, 5, 50, 500 pM).

1,5 x 10®cel /mi 1,5 x 10®cel/ml

1Cm 20ml

5uM SOpM S00pM
Incubacién 37 C- 180 rpm -12 horas
MM MM +Fe MM +Fe MM +Fe
5pM 50pM 500 uM
R RON-tZ
(SPINREACT)
Lavado celular i'Cbrenadante

STAT FAX 3300

(Solucién salina)

En el procedimiento se utiliz6 un control con concentracion conocida (50pM) FeCl3.

Objetivo 4: "Evaluar la supervivencia de G. mellonella inoculada con C. neoformans

bajo la influencia de diferentes concentraciones de hierro”.

Se incubaron dos cepas de C. neoformans (JEC21 y H99) a una concentracion
inicial de 1.5x108cel/mL, con las diferentes concentraciones de hierro, las cuales

fueron descritas en el objetivo 3.

Posterior a la incubacién se tom6 10mL de los diferentes medios y se centrifugaron
5 minutos a 10000 rpm para obtener el pellet, el cual fue resuspendido con solucion

salina 0,85 % con el fin de lavar las células, este proceso se realizé dos veces para
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finalmente resuspender el pellet en 1mL de solucién salina, a partir del cual se

determind el nimero de células/mL en camara de Neubauer.

La concentracién de cel/mL determinada para cada medio, se ajusté para obtener
una concentraciéon de 1.5x108 cel/mL, la cual posteriormente se inoculé a las

respectivas larvas, generando de esta manera un modelo de infeccién.

Para la inoculacion se clasificaron grupos de 20 larvas, a las cuales se inyectaron
10 pL de una suspension de C. neoformans preincubado con y sin FeCl3con jeringa
de insulina (concentracion equivalente a 1.5x106 cel/ larva). Esta inoculacion se

realizé en la Gltima pata falsa de la larva (Figura 10).

Figura 10. Inoculacion en larvas de G. mellonella: se inocul6 con 10pL de
suspension con C. neoformans (pre-incubado con concentraciones de 0, 5, 50 y 500

pM de FeClI3), lo cual equivale a concentracion de 1.5x106cel/ Larva.

En este modelo de infeccién se emplearon tres controles descritos en la tabla 3.
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Tabla 3. Controles empleados en la inoculaciéon de C. neoformans (pre-incubado
con concentraciones de 0, 5, 50 y 500 pM de FeCl3) en el modelo invertebrado de

Galleria mellonella.

Control absoluto 20 larvas Larvas sin ningan tipo de manipulacion en
el laboratorio.

Control inoculacion 20 larvas Larvas inoculadas con solucién salina
0.85%.

Control desinfeccién 20 larvas Larvas que han sido desinfectadas con

una solucién de hipoclorito de sodio 0,1 %.

Todas las larvas, excepto el control absoluto, fueron previamente desinfectadas
utilizando hipoclorito de sodio al 0,1% seguido por dos lavados con agua destilada
(Figura 11).

Figura 11. Desinfeccion de larvas de G. mellonella: procedimiento realizado previo

a la infeccién, utilizando hipoclorito de sodio al 0,1%.

J

Hipoclorito 0,1%  Agua destilada Agua destilada

30 segundos 30 segundos 30 segundos
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Posterior a la inoculacion se registrdé diariamente el numero de larvas muertas
identificando caracteristicas como flacidez, ausencia de movilidad y coloracion
negra. Adicionalmente, se realizé el analisis de sobrevivencia de las larvas mediante

el método de Kaplan-Meier (KM).

KM utiliza una funcién de supervivencia no paramétrica para un grupo analizado, es
decir su probabilidad de supervivencia después del momento de inoculacion. La
comparacion de esta supervivencia entre grupos se realizd con la aplicacién las
pruebas de Breslow y log-rank, estas pruebas permiten identificar diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos analizados, evidenciando si estas
diferencias se presentan al inicio o al final del periodo de observacion (Breslow y
log-rank respectivamente). Este analisis se realiz6 utilizando el programa SPSS —
IBM [53, 57].

Se realizaron tres réplicas de cada experimento.

Objetivo 5: “Evaluar la influencia del hierro en el tamafo capsular de C.
neoformans”.

Medicion de capsula de cepas sin tratamiento

Las cepas de C. neoformans (H99 y JEC21) fueron extraidas de cultivo fresco en
agar Sabouraud dextrosa y resuspendidas en 5mL de caldo Sabouraud, las cuales
fueron incubadas por 48 horas con una agitacion constante de 150 rpm vy
temperatura de 37°C. Posterior a la incubacién se realizd una preparacion en fresco
con tinta china (1 gota de medio y 1 gota de tinta) entre lamina y laminilla, la
medicion se efectud en microscopio dptico con objetivo de 100x y la utilizacidén de
micrometro ocular con resolucién de 1 um. Se observaron 20 células, a las cuales
se les mididé el tamano capsular (de la pared celular al borde de la capsula) y

posteriormente se realizé promedio de los datos [70] (Figura 12).
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Figura 12. Medicion de capsula en cepas (JEC21 y H99) sin contacto con FeCI3:
se realiz6 mediante la incubacion de las cepas en caldo sabouraud, a partir de un
cultivo fresco (<24 horas) en agar sabouraud, posterior a esto se hizo preparaciéon
en fresco entre lamina y laminilla con tinta china, lo cual fue observado en

microscopio Optico a 100X.

5mL Caldo Sabouraud

H99 JEC21

Agair Sabouraud

Rotacién: 150 rpm
Incubacién: 37°C
48 horas

Tinta china
20 células/ promedio

Medicion de capsula de cepas incubadas con FeCl3.

El pellet obtenido a partir del cultivo de C. neoformans con FeCI3 fue resuspendido
en 1mL de solucion salina 0,85 %, y posteriormente se realizé la medicion del
tamafio capsular. Para esto se hizo una preparacion en fresco con tinta china (figura

13).
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Figura 13. Medicion de capsula en cepas (JEC21 y H99) incubadas con FeCb: para
esto se obtuvo el pellet de células preincubadas con concentracién de 0O, 5, 50 y 500
pM de FeClI3 a las cuales se les realizé preparacion en fresco entre lamina y laminilla

con tinta china, y posteriormente observado en microscopio 6ptico a 100X.

Medicion de cépsula en cepas obtenidas a partir del macerado de larvas de G

mellonella infectadas con C. neoformans (preincubado con y sin FeCb)

Durante los 15 dias del experimento post-infeccion, se realizo recoleccion diaria de
larvas muertas correspondientes a las dos cepas de C. neoformans (H99 y JEC21),
las cuales fueron maceradas individualmente en tubos eppendorf con 1mL de

solucién salina 0,85 %.

El macerado fue centrifugado por 5 minutos a 10000 rpm para eliminar lipidos que
puedan interferir con la observacion. La medicion de tamafio capsular y celular fue
realizada mediante preparacion en fresco con tinta china, utilizando el sobrenadante

del macerado, siguiendo el procedimiento descrito anteriormente (Figura 14).
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Figura 14. Medicion de capsula en cepas (JEC21 y H99) obtenidas de larvas post-
infeccién: obtencién a partir de macerados de larvas muertas en 1 mL de solucién
salina 0,85 %, del cual se empled el sobrenadante obtenido por centrifugacion y
posteriormente preparado entre lamina y laminilla con tinta china y observado en

microscopio Optico a 100X.

Se realiz6 medicién del 50% de larvas muertas, las cuales fueron escogidas al

azar.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Objetivo 1: "Determinar la concentracién basal de hierro en Galleria mellonella.”

En el desarrollo de este objetivo se emple6 el STAT FAX 3300, equipo empleado
en andlisis biogquimicos a nivel clinico, el cual se fundamenta en un sistema
hidraulico asociado a espectrofotometria y se empled el kit IRON- FZ de la casa
comercial SPIREACT con un rango de medida de 1,85 pg/dL hasta el limite de
linealidad de 1000 pg/dL.

La concentracion basal de hierro en la hemolinfa de G. mellonella no fue
determinada, ya que en la medicibn de dicho elemento en el control de
concentracion conocida (50 pM) se obtuvo gran variabilidad en los resultados, lo
cual no permite la validacion de la prueba y por ende los resultados obtenidos en

esta (Tabla 4).

Tabla 4. Concentracion de hierro medida en hemolinfa de G. mellonella: se realizé
con la utilizacion del kit IRON- FZ de la casa comercial SPINREACT. El resultado
se obtuvo por lectura de densidades 6pticas (OD) A 580 nm en el equipo STAT
FAX 3300.

MUESTRA CONCENTRACION CONCENTRACION CONCENTRACION
jiM jiM jiM

Primera medicion Segunda medicién Tercera medicién
Control 50 |nM 232 66,9 77,2
Hemolinfa 10,8 0,8 0,4

Si se tuviera en cuenta la concentracién determinada en la segunda medicién:

0,8 pM = 4,6pg/dl (7,4 X 108 ppm), en la que el control estuvo cerca de la

concentracion esperada, se encuentra que los niveles de hierro son muy bajos en
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comparacion con mediciones hechas en estudio previo realizado por Malik y
colaboradores 2009, en el cual se determind una concentracion de 11 ppm para los
insectos pertenecientes al orden lepiddptero, como es el caso de G. mellonella.
Cabe aclarar que la concentracion descrita (11 ppm) puede variar segun las

condiciones alimenticias y el estadio de la larva [71].

Por otro lado Malik y colaboradores midieron la concentracion de diferentes metales
de Bombix mory en diferentes estadios, utilizando la técnica de espectrometria de
absorcion atomica, lo cual presenta una alta sensibilidad para la deteccidén a nivel
de ppm de diferentes metales [91]. Teniendo en cuenta lo anterior, se puede inferir
que el método utilizado en este estudio para la medicion de hierro, no fue el mas
apropiado, ya que el kit IRON-FZ es empleado en la practica clinica para la medicién
en suero humano, adicionalmente para esta prueba se ha reportado interferencias
en la lectura dada por lipidos presentes en la muestra, razon por la cual se podria
disminuir la efectividad del método fotométrico para el analisis de hierro en la
hemolinfa, la cual esta compuesta aproximadamente por un 90% de agua y el
porcentaje restante corresponde a iones (Hierro, manganeso, cobre, zinc, sodio,
potasio, magnesio, cloro), lipidos, azucares, factores humorales y células siendo

mas destacados los hemocitos [71].

Dadas las posibles interferencias descritas anteriormente, se hace necesaria la
utilizacién de un método mas sensible en la medicion de hierro, es por esto que la
espectrometria de absorcidn atdmica es la técnica mas indicada, ya que permite

evaluar concentraciones especificas de un analito en una mezcla determinada.

Objetivo 2: “Evaluar el crecimiento de C. neoformans en presencia de hierro.”

Se evalud la capacidad de crecimiento de las dos cepas de C. neoformans (JEC21

y H99) en medio minimo con la concentracion maxima (500uM de FeClI3) a evaluar
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en el estudio, esto con el fin de observar el comportamiento de las cepas en un

medio con abundante biodisponibilidad de hierro.

Como resultado se observo un comportamiento de adaptacion o fase logaritmica
durante las primeras cinco horas, seguido de una fase exponencial hasta las 13
horas de cultivo y finalmente una fase estacionaria (Figura 15). Con los resultados
obtenidos se observo que tanto C. neoformans H99 como JEC21 crecen en medio
minimo y en medio suplementado con 500uM de hierro, sin observarse diferencias

significativas entre las dos cepas (p=0.02).

El metabolismo del hierro es de gran importancia en las células eucariotas, ya que
este elemento interviene en procesos intracelulares, dentro de los que se destaca
la cadena respiratoria, el metabolismo de aminoacidos y la sintesis de acidos
nucleicos [4-7]. Este proceso fisioldgico del microorganismo se puede asociar a su
crecimiento en el medio dispuesto para el estudio, con el cual se evidencidé todas
las fases consistentes con una curva de crecimiento determinada para

microorganismos.

Con estos resultados se confirmo el crecimiento de las dos cepas en medio minimo
y suplementado con hierro, 10 que permitidé establecer esta concentracién como la
maxima a utilizar en un rango de 5 a 500 uM. A pesar de que la literatura reporta
concentraciones de hierro en un rango de 10 a 1000 uM, con buen crecimiento, en
este estudio no se observd crecimiento en la concentracion de 1000uM (datos no
mostrados). Este comportamiento posiblemente se deba a la inhibicion del

crecimiento dado por una alta concentracion de este elemento [9, 24, 68].
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Figura 15. Curva de crecimiento C. neoformans: se emplearon dos condiciones a
evaluar (medio minimo y medio minimo suplementado con 500 pM de FeClI3). En
las dos cepas (JEC21 y H99) se observaron las diferentes fases de crecimiento
(latencia, exponencial y estacionaria), determinando asi el adecuado desarrollo de

las cepas en el medio de cultivo dispuesto para el estudio.

Objetivo 3: "Evaluar la concentracion de hierro consumido por C. neoformans a
partir del medio de cultivo.”

Al evaluar la concentracion de hierro consumida por C. neoformans se encontré que
mediante el uso del kit IRON- FZ no fue posible su determinacion, ya que los valores
obtenidos presentaron concentraciones muy variables que no corresponden a los
valores de hierro esperados. Durante el proceso se empledé un control con una
concentracion conocida de hierro (50pM), para el cual tampoco fue posible una
medicidn concordante (Tabla 5). El medio minimo tiene una concentracion de hierro

reportada de 5 pM lo cual no fue posible corroborar con el kit utilizado [72].
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El kit IRON-FZ de la casa comercial SPINREACT utilizado en el ensayo tiene
instaurado un rango de lectura de 1,85 ug/dL hasta el limite de linealidad de 1000
Mg/dL, el cual abarca todos los datos recolectados. Sin embargo, estos resultados
no son validados, debido a la incoherencia de la medicidn obtenida del control con

concentracidén conocida (50uM).

Estos resultados posiblemente se pueden deber a la disposicidn de este kit, el cual
esta determinado para la medicion de hierro en suero. Adicionalmente, el FeCls es
estable por 7 dias en refrigeracidén y las condiciones de crecimiento de las cepas
(H99 y JEC21) en los medios dispuestos para la medicion (Medio minimo siny con
5, 50, 500 uM de FeCls) fueron incubados a 37°C por 16h, lo cual pudo haber
interferido con la correcta cuantificacion de este elemento. Otro factor que puede
estar relacionado es la composicion del medio minimo (Glucosa, asparagina,
K2HPO4, MgS04 « 7H20, CaCl2 « 2H20, Tiamina, acido borico, CuSO4 « 5H20,
MnClI2 « 4H20, ZnSO4 « 7H20 y molibdato de sodio) en la cual uno o varios de sus
componentes pueden estar interfiriendo en la reaccién mediada por los reactivos
del kit y por ende en la lectura y cuantificacién del hierro, obteniéndose de esta

maneragran variabilidad en los resultados.

Teniendo en cuenta las inconsistencias en los resultados obtenidos mediante la
utilizacion del STAT FAX 3300, se decidié utilizar los resultados de las absorbancias
para realizar el calculo empleando la ecuacidn descrita en el inserto del kit IRON-

FZ, obteniendo igualmente resultados inconsistentes (datos no mostrados).
Ecuacién

(A)Muestra — (A) blanco de muestra x 100 ug/dL (Concentracidon del patrén)

(A) Patrén
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Tabla 5. Concentraciones de hierro medidas con STAT FAX 3300 en los medios

de cultivo dispuestos para las cepas de C. neoformans (JEC21 y H99). Se observo

variabilidad en los resultados del control de concentracion conocida (50 j M)y en

las muestras analizadas para cada cepa: medio minimo sin y con suplementacion

de hierro (5, 50 y 500 j M).

MUESTRA

Medio minimo

Control 50 j

M

Medio JEC21

Medio JEC21 +5 |iM
Medio JEC21 +50 jM
Medio JEC21 +500j M

Medio H99
Medio H99
Medio H99
Medio H99

Objetivo 4:

+5 jM
+50 jM
+500 jM

CONCENTRACION

mm

Primera medicion

10,1
232
27
8,3
148,4
36,6
31
25
7,8
159,2

CONCENTRACION

mm

Segunda medicién

10,3
66,9
15,9
68,8
138,3
26,5
78,5
36,9
165,9
11,5

CONCENTRACION

mm

Tercera medicion

38,0
77,2
8,5
10,5
13,8
7,2
68,4
25,7
155,8
149,1

"Evaluar la supervivencia de G. mellonella inoculada con C. neoformans
bajo la influencia de diferentes concentraciones de hierro”.

Los resultados presentados corresponden al andlisis de las tres replicas, en las

cuales se observéd una supervivencia del 100% para el control absoluto, control de

inoculacién y control de desinfeccion, lo que permite validar los ensayos realizados,

ademas se observé diferencias significativas en la supervivencia de G. mellonella

entre la cepa JEC21 y H99 (Figura 16, tabla 6).

57



Figura 16. Curva de supervivencia de G. mellonella inoculada con cepas JEC21 y
H99 de C. neoformans (preincubadas con 0, 5, 50 y 500 pM de FeCI3): se obtuvo
100% de supervivencia para los controles (absoluto, inoculacion y desinfeccion) lo

cual permite validar el ensayo.

Funciones de supervivencia

Cepa

. .Absoluto
C Desinfeccion

h"ilj i-1
HV:
H99 + 5uM
H99 + 50uM
H99 + 500|jM
JE1_1I
JE12 W
JELU1l supMm
JE 500pM

4.00 6.00 10.00 12.00 14,00

Tiempo

Tabla 6. Prueba de igualdad de distribucion de supervivencia (cepa JEC21 y H99
sin y con concentraciones de FeCI3 5, 50, 500 pM)

Comparaciones tjlohales

Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) ,000
Bresliw (Generalized
WIEDKON) 000

Analisis en cepa JEC21

Para la cepa JEC21 sin FeCl3, el porcentaje de supervivencia fue del 93% hasta el

dia 8 y al finalizar el experimento se observé un 75% de supervivencia. Contrario a
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esto, en la cepa JEC21 con las diferentes concentraciones de FeClI3 (5, 50 y 500
pM) se encontrd a los 8 dias un porcentaje de supervivencia del 92%, 80%, 46% vy
al final del experimento se observd un porcentaje de supervivencia de 78%, 61%,
35% respectivamente. Las larvas que sobrevivieron pasaron a pupa, por lo que se

establecio el dia 15 como el ultimo dia del experimento (Tabla 7).

Tabla 7. Supervivencia G. mellonella inoculada con cepa JEC21 (preincubada con

0, 5, 50, 500 pM de FeCls)

ENSAYOS ENSAYOS ENSAYOS ENSAYOS
Tiempo JEC21 SIN JEC215 pM JEC21 50 pM JEC21 500 pM

en dias FecI3 FeCI3 FeCcI3 Fecl3
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 20 2020 20 20 20 20 20 20 20 20 20
1 20 202 20 20 20 20 20 2 20 18 20
2 9 2020 20 20 20 20 20 20 20 18 16
3 B 2020 20 20 20 20 20 17 20 18 9
4 9 2020 20 20 20 20 20 6 17 17 7
5 9 202 20 20 19 20 20 14 17 17 5
6 ¥ 20 20 20 18 20 20 13 16 17 5
7 9 D20 20 19 Iy 20 20 10 1B 17 5
8 ¥ Iy 20 20 19 6 20 20 8 11 M4 3
9 B 522 20 17 % 20 19 6 10 13 2
10 B8 15 19 18 17 6 20 18 4 10 12 2
un B8 15 18 18 15 16 20 1B 4 10 11 2
12 7 5 16 17 1 16 9 1 4 10 10 1
13 5 51 16 1 16 18 16 4 10 10 1
1 5 51 1 B 16 17 1 4 10 10 1
15 5 5 1B 6 B 16 17 B 4 10 10 1

La prueba de Breslow (Wilcoxon) evalla los eventos producidos al inicio del
seguimiento y la prueba log-rank, evidencia las diferencias de supervivencia tardia,
teniendo en cuenta esto al analizar la curva de supervivencia de G. mellonella (cepa
JEC21 sin y con concentraciones de FeCI3 5, 50, 500 pM), se encontr6 una

diferencia significativa, principalmente dada por la cepa JEC21 con 500 pM, que a
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diferencia de las otras condiciones evaluadas tuvo un pequefio pico de mortalidad
en el dia 3y 4 ,y al finalizar el ensayo presento una supervivencia de 35% , la cual
estd muy disminuida en comparacién con las demas condiciones evaluadas (Figura

17).

Figura 17. Curva de supervivencia G. mellonella inoculada con cepa JEC21

(preincubada con 0, 5, 50, 500 pM de FeCb)

La disminucién significativa de la sobrevida de G. mellonella inoculada con la cepa
JEC21 con 500 pM de FeCI3 da indicio de la modulacién de la patogenicidad

mediada por el hierro, lo cual esta determinado por la mortalidad de las larvas.

Con base en estos resultados se puede inferir la captacion del hierro, por parte C
neoformans var. neoformans dada la gran biodisponibilidad de este elemento en el
medio de cultivo, lo que posiblemente favorecié una mayor actividad celular y por

ende el aumento de la patogenicidad en la cepa expuesta a 500 pM de FeCI3.
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Anélisis en cepa H99

Para la cepa H99 sin FeCl3, el porcentaje de supervivencia fue de un 3% hasta el
dia 8 y al finalizar el experimento se observé un 2% de supervivencia. Contrario a
esto, en la cepa H99 con las diferentes concentraciones de FeClI3 (5, 50 y 500 pM)
se encontrd a los 8 dias un porcentaje de supervivencia del 12%, 3%, 7% vy al final
del experimento se observé un porcentaje de supervivencia de 12%, 3%, 5%
respectivamente. Las larvas que sobrevivieron pasaron a pupa, por lo que se

establecio el dia 15 como el ultimo dia del experimento (Tabla 8).

Tabla 8. Supervivencia G. mellonella inoculada con cepa H99 (preincubada con 0,

5, 50, 500 pM de FeCh)

ENSAYOS ENSAYOS ENSAYOS
Tiempo ENSAYOS H99 5 pM H99 50 pM H99 500 pM
en dias H99 SIN FecCI3 FeCI3 FeCI3 Fecl3
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 2 2022 20 20 20 20 20 20 20 20 20
1 9 2020 20 20 20 20 2 20 20 19 20
2 9 20 16 20 20 18 16 1 9 17 6 2
3 BB 5 0 ®© 7 3 4 4 1 13 0 1
4 4 1 0 8 2 3 0 2 0 8 0 1
5 8 1 0 5 0 3 0 2 0 3 o0 1
6 2 1 0 5 0 3 O 2 0 3 0 1
7 2 1.0 4 0 3 0O 2 0 3 0 1
8 1 10 4 0 3 0O 2 0 3 0 1
9 1 10 4 0 3 0O 2 0 3 0 1
10 O 1.0 4 0 3 0 2 0 2 o0 1
n O 1.0 4 0 3 0 2 0 2 o0 1
12 O 120 4 0 3 0 2 0 2 o0 1
13 O 1.0 4 0 3 0 2 0 2 o0 1
14 O 1.0 4 0 3 0 2 0 2 o0 1
15 O 1.0 4 0 3 0 2 0 2 o0 1
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Al evaluar la curva de supervivencia de G. mellonella (cepa H99 sin y con
concentraciones de FeClz 5, 50, 500 uM) mediante la prueba de Breslow (Wilcoxon)
y log-rank no se encontr6 diferencias significativas entre la cepa sin y con las
diferentes concentraciones de FeCls (Figura 18). Sin embargo la cepa H99 con 500
MM presentd un pico de mortalidad en el dia 2, reduciendo la supervivencia de las
larvas a cerca de un 40%, esto contrario a las demas condiciones (0, 5 y 50 uM)

que presentaron el pico en el dia 3.

Estos resultados pueden sugerir la modulacidn de la patogenicidad de H99 con 500
MM, basados en la reduccion del tiempo en el pico de mortalidad, que para esta
cepa sin hierro en ensayo previo del proyecto al que pertenece este estudio, se

estimo al 3 dia con la concentracion inoculada (1.5x108 cel/ Larva).
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Figura 18. Curva de supervivencia G. mellonella inoculada con cepa H99
(preincubada con 0, 5, 50, 500 pM de FeClI3)

Adicionalmente se evalu6 de manera individual las cepas sin y con exposicion a las

distintas concentraciones de FeClI35, 50, 500 pM.
Andlisis de las cepas H99 y JEC21

Se observa una diferencia significativa al comparar las cepas (H99 y JEC21) en
cada condicién (sin y con diferentes concentraciones de FeCI3 5 50, 500 pM).
Evidentemente la cepa H99 es mas patégena que la JEC21, lo cual esta reportado
en la literatura [86], aunque la cepa JEC21 aumenté su patogenicidad como
resultado de la biodisponibilidad del hierro otorgada por la concentracién de 500 pM,
no llega a ser tan patdgena como la H99, en la cual se observd un porcentaje de
supervivencia de G. mellonella cercano al cero y picos de mortalidad en el comienzo

de la infeccion (dia 2 y 3) (Figura 19), lo cual puede estar relacionado con la
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incapacidad de G. mellonella de mediar una respuesta inmune efectiva frente a la

infeccion por C. neoformens var. grubii.

Figura 19. Curva de supervivencia G. mellonella. A) Cepa H99 y JEC21 sin FeCI3.
B) Cepa H99 y JEC21 con 5pM FeCI3. C) Cepa H99 y JEC21 con 50pM FeCI3. D)
Cepa H99 y JEC21 con 500pM FeCI3

Funcionét de supeivivirte a

"j FurtGIMitidi tupirvivinda
rtmpd Tumpo
Furtcidfiei de aupeiviveridie Funcionee de tupHviverttii
ri »
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Objetivo 5: “Evaluar la influencia del hierro en el tamafo capsular de C.
neoformans”.

Para determinar las diferencia en el tamafio capsular de Cryptococcus se realizo la
medicién de las cepas H99 y JEC21 sin ninguna preincubacién o crecimiento en
medio minimo, con el fin de tomar esta medida como control frente a las mediciones
de capsula en las diferentes condiciones evaluadas (Figura 20a). El tamano
capsular para las cepas sin ningun tratamiento fue de 1 um, que al compararlo con
el tamano de la cepa JEC21 después de someterla a las diferentes concentraciones
de FeCls no mostro cambios en su tamanfo capsular. Por el contrario, en la cepa
H99 se observd un aumento en el tamafo capsular en las concentraciones de 50,
500 uM de FeCls (Figura 20 b, c).

Figura 20. Tamafo capsular de C. neoformans. A) Cepas H99 y JEC21 (C.
neoformans var. grubii y var. neoformans respectivamente) incubadas sin FeCls. B)
Cepa JEC21 incubada con FeCls (5, 50, 500 uM). C) Cepa H99 incubada con FeCls
(5, 50, 500 uM)
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Al realizar el andlisis del tamafio capsular en la cepa H99 post-infeccion se observé
que sin hierro hubo un aumento en este paradmetro respecto al medido pre-infeccién,
lo cual ha sido descrito en estudios previos por Zaragoza y colaboradores 2004,
donde se relaciona dicho incremento con los factores a los que se expone el
microorganismo dentro del hospedero, como lo son los niveles bajos de hierro y

altos niveles de CO2que inducen el aumento del tamafio capsular [24, 31, 53].

Al evaluar H99 con las distintas concentraciones de hierro, se evidencio aumento
del tamafio capsular post- infeccién respecto al medido pre-infeccién en la cepa con
5 pM lo cual puede estar relacionado al igual que la cepa sin hierro a la exposicién

dentro del hospedero debido a que el aporte de hierro in-vitro no es significativo,
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esto no se ve reflejado en las cepas con 50 y 500 uM, las cuales mantuvieron un
valor de tamano capsular post- infeccidn cercano al medido pre-infeccién, lo cual se
puede asociar al mayor aporte de hierro realizado in- vitro que favorecié la

adaptacion de esta cepa en el hospedero.

Posiblemente la alta virulencia de C. neoformans var. grubii esté relacionada con la
expresion de una capsula de gran tamano que le permita evadir la respuesta inmune
del hospedero, en este caso los hemocitos de G. mellonella, generando asi mayor

patogenicidad al producir mortalidad en los primeros dias de infeccion (Figura 21).

Estos resultados al ser relacionados con la supervivencia de G. mellonella, evaluada
en el objetivo 4 | corroboran lo mencionado anteriormente ya que la cepa H99 sin
hierro en el dia 3 presento un pico de muerte segun las curvas de supervivencia,

dia en el que se determind un promedio capsular de 2.1um.

La misma situacion se presentd con la cepa H99 con 5 uM y 500 uM de hierro, las
cuales mostraron un pico de mortalidad el dia 3 y 2 respectivamente, donde se

determind un promedio de tamaro capsular de 1,5 um para ambas.

Por ultimo la cepa H99 con 50 uM de hierro, que mostro un pico de mortalidad el
dia 3, pero contrario a las demas condiciones evaluadas, este dia presento el
promedio capsular mas bajo, que fue de 1,3 uM, siendo mayor en el dia 4 (1,6 M)
pero con un bajo pico de mortalidad, por lo cual se tendria que tener en cuenta otros
factores de virulencia diferentes al evaluado, que puedan estar interviniendo en la

patogenicidad y por ende en la muerte de las larvas.
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Figura 21. Tamafio capsular de C. neoformans extraido de macerado de larvas
muertas post-infeccién. A) Cepa H99 (sin contacto con FeClI3). B) Cepa H99 (5 pM
FeCla). C) Cepa H99 (50 pM FeCla). D) Cepa H99 (500 pM FeClI3)

En la cepa JEC21 no se observaron cambios en el tamafio capsular pre y post
infeccion, ni con las diferentes concentraciones de FeCla, esto sugiere la ausencia
de modulacion de este elemento en el tamafio capsular (Figura 21), sin embargo al
relacionar los datos obtenidos en este objetivo con la supervivencia de G. mellonella
evaluada en el objetivo 4, en el cual hubo una marcada reduccién de la sobrevida
del modelo de infeccidbn con la concentracion de 500 pM, se puede inferir la
modulacion del hierro en otros factores de virulencia diferentes al evaluado en este

estudio, lo cual conllevo al aumento de mortalidad larval con esta concentracion.

La ausencia de cambios en el tamafio capsular, podria facilitar la fagocitosis de las
levaduras por parte de los hemocitos de G. mellonella retrasando asi el inicio de

mortalidad y por tanto aumentando la sobrevivencia de las larvas.



Para evaluar la reduccidn de la supervivencia de las larvas con la concentracion de
500 pM en C. neoformans var. neoformans (JEC21) es necesario contemplar otros

factores de virulencia diferentes a la capsula que es el objetivo de este ensayo.

Figura 22. Tamafio capsular de C. neoformans extraido de macerado de larvas
muertas post-infeccidon. A) Cepa JEC21 (sin contacto con FeCb). B) Cepa JEC21 (5
pM FeClI3). C) Cepa JEC21 (50 pM FeCb). D) Cepa JEC21 (500 pM FeCh).
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CONCLUSIONES

La concentracion basal del hierro a partir de muestras de hemolinfa no fue
posible determinarla con el método Iron-FZ.

El medio minimo permitié el crecimiento normal de las dos cepas empleadas
en este estudio y la determinacion de la concentracion de hierro maxima a
utilizar.

La variabilidad en la cuantificacién de hierro a partir del medio minimo no
permitié establecer la cantidad de hierro consumido por el microorganismo.
Con la cepa H99 considerada de alta virulencia, se observdé un bajo
porcentaje de supervivencia en G. mellonella, 1o que confirma su alta
patogenicidad. Ademas al pre incubar esta cepa con 500uM de hierro el pico
de mortalidad disminuyo del dia 3 (sin hierro) al dia 2.

En la cepa H99 sin suplemento de hierro, se encontrd relacidon entre los picos
de muerte en la curva de supervivencia de G. mellonella y el aumento del
tamano capsular medido en dichos dias, lo cual asocia la expresidén de este
factor de virulencia en la evasion del sistema inmune del hospedero.

Para la cepa JEC21 no se observé aumento del tamafo capsular bajo
ninguna condicién evaluada.

En la cepa JEC21 se logré modular la patogenicidad con la mayor
concentracién de FeCls empleada en el estudio (500 uM), dando como
resultado un porcentaje de sobrevivencia en G. mellonella del 35%.
Teniendo en cuenta que C. neoformans es el principal agente etioldgico de
criptococosis en personas inmunocomprometidas (95,6% C. neoformans var.
grubii, y 1% a C. neoformans var. neoformans) es importante que basados
en los resultados de este estudio, en el cual se presentd un marcado aumento
de virulencia en la cepa JEC21 con 500 pM y para H99 con 500 pM en
menor proporcién, se implementen concentraciones adecuadas de
suplementos de hierro, con el fin de prevenir en gran parte estas infecciones

oportunistas.
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RECOMENDACIONES

Es importante contemplar nuevos métodos en la medicidon de hierro en la
hemolinfa de G. mellonella que brinden resultados éptimos, dados por la
reduccion significativa las posibles interferencias.

» Espectrometria de absorcion atoémica.
Dada las interferencias que pueden presentar los lipidos en la cuantificacion

del hierro se recomienda utilizar acetato de etilo para la remocién de lipidos

de la hemolinfa.
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