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RESUMEN

Introducciodn: la proteasa aspéartica secretada (Sap) es considerada un factor de
virulencia en el proceso de infeccién por Candida albicans. La frecuencia de
candidiasis a nivel mundial aumenta cada dia, razon por la cual se hace necesario
encontrar nuevos medicamentos que combatan esta enfermedad, al mismo tiempo
desarrollar métodos que evalien en forma rapida compuestos inhibidores de Sap.
Objetivo: estandarizar un método fluorescente para identificar la inhibicion de
actividad de Sap.

Métodos: se indujo la produccion de Sap en cultivos de C. albicans segun la
metodologia descrita por Capobiancoy se evaluaron sus niveles por electroforesis
en geles SDS-PAGE en diferentes lapsos de tiempos. La actividad de Sap fue
verificada por espectrofluorometria, para lo cual se determinaron las condiciones de
reaccion, variando las concentraciones de cobre y fluorexon, y los resultados de
inhibicion, se expresaron como disminucion en la sefal de fluorescencia. Como
control de inhibicién de Sap se utilizé Pepstatin A y como control positivo de
actividad proteasa se utilizé pancreatina.

Resultados: se establecieron concentraciones de 5,5 y 5,0 uM para fluorexon y
cobre respectivamente; el tiempo 6ptimo de acoplamiento de estos fue de 120 min
y la mayor actividad de Sap se alcanzé a las 22 h de incubacion.
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Conclusiones: las condiciones estandarizadas para el método
espectrofluorométrico, permiten confirmar la inhibicion de Sap por Pepstatin Ay
demostrar que es un método viable para evaluar inhibidores de esta proteasa.

Palabras clave: Candida albicans, inhibicion, método espectrofluorométrico,
proteasa aspértica secretada.

ABSTRACT

Introduction: the Secreted Aspartyl Protease (Sap) is considered a virulence
factor in the infection process caused by Candida albicans. The frequency of
candidiasis worldwide is increasing, hence the need for finding new drugs to fight
this illness and also a quick and economic evaluation and screening methods to
identify some Sap inhibition agents.

Objective: to standardize fluorescent method for identifying the Sap activity
inhibition.

Methods: Sap production was induced in C. albicans cultures following the
methodology described by Capobianco, their levels were evaluated by
electrophoresis on SDS-PAGE gels at different periods of time. Sap activity was
checked by spectrofluorometry, for which the reaction conditions were determined,
varying the concentrations of copper and fluorexon, and the inhibition results were
expressed as decreased fluorescence signal. Pepstatin A served as Sap inhibition
control whereas pancreatin was the positive control of the protease activity.
Results: the concentration rates of 5.5 pM and 5.0 puM were found for fluorexon
and copper, respectively; their optimal coupling times was 120 min and the
maximum Sap activity was observed after 22 h of incubation.

Conclusions: the standardized conditions for the spectrofluorometric method
allowed confirming the inhibition of Sap by Pepstatin A and showing that this is a
viable method to evaluate inhibitors of this protease.

Key words: Candida albicans, inhibition, spectrofluorometric method, secreted
aspartyl protease.

INTRODUCCION

Céndida albicans es una levadura dimoérfica que existe como un organismo
comensal en la cavidad oral, tracto gastrointestinal, tracto genital femenino y
ocasionalmente en la piel. Bajo condiciones de inmunosupresion, C. albicans se
puede volver patogénica causando candidiasis oral, vaginal y/o sistémica.!

Aunque la habilidad de causar enfermedad es un proceso complejo que involucra
multiples interacciones entre C. albicans y el hospedero, la mayoria de los estudios
se enfocan en el rol de un grupo de proteasa aspartica (Sap), como factor de
virulencia. Las evidencias que soportan el rol de Sap en virulencia son las
siguientes: 1) alta correlacién entre virulencia y niveles de expresion de la
proteasa; 2) los mutantes con deficiencia de proteasa son menos virulentos o son
avirulentos; 3) se han detectado Sap y anticuerpos de Sap, en hospederos
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infectados; y 4) Sap puede degradar un amplio rango de substratos, incluyendo
proteinas relacionadas con defensas inmunoldgicas y estructurales, como I1gG,
gueratina, colageno acidificado y proteinas de matriz extracelular.?

Este tipo de proteasas comprende una familia de al menos 10 isoenzimas, de las
cuales Sap2 es la que méas se produce cuando C. albicans se cultiva en medios que
contienen proteina como Unica fuente de nitrégeno,”® y en las primeras etapas de
la infeccion.®

La estrecha relacién entre proteasa y virulencia aunado a la creciente frecuencia de
estas infecciones, asi como la aparicién de cepas resistentes a los medicamentos
actuales, ha llevado a la bisqueda de nuevos tratamientos farmacolégicos,®y a la
necesidad de encontrar métodos rapidos de diagnéstico y de evaluacion de
potenciales inhibidores de estas proteasas.!!

La tendencia en la implementacién de analisis enziméaticos por fluorometria se ha
incrementado en los Ultimos arfios.'? En general, ésteres de fluoresceina a menudo
se han empleado para el estudio de diversas actividades de la esterasa,'3*5
fosfodiesterasa'® y fosfatasas,'”-1® pero su uso para el estudio de la actividad de
proteasas de C. albicans ha sido poco estudiado.

La actividad proteolitica ha sido medida usando albumina sérica bovina (BSA),
hemoglobina y estrato cérneo humano como sustrato;*° sin embargo, estos
meétodos carecen de sensibilidad, en que el tiempo de consumo y expresion de la
actividad en unidades proteoliticas es arbitrario. La sintesis de sustratos
fluorogénicos para proteasas permite el desarrollo de un rapido ensayo de
microtitulacion fluorescente que define la actividad en términos de la actividad
hidrolitica, por lo que el desarrollo de este tipo de metodologias se convierte en
procedimientos promisorios para la evaluacion de la actividad proteolitica de Sap.
Es asi como en el presente trabajo tiene el objetivo de estandarizar un método
fluorométrico para la evaluacion de la accidon de proteasas obtenidas directamente
de un cultivo de C. albicans.

METODOS

Para la estandarizacion del método, se realizaron diferentes ensayos, con el fin de
establecer las mejores condiciones, como determinacion de las longitudes de onda
de excitacion, de emision, slit de emision, slit de excitacion, voltaje del detector y
filtros de excitacion y de emision; ademas de las concentraciones de fluorexon,
cobre, pH del buffer y tiempos de acoplamiento de los reactivos.

METODOS DE ENSAYO

Se utilizé6 como indicador de fluorescencia fluorexon, un bisiminodiacetato derivado
de la fluoresceina.?® El ensayo se fundamenta en la capacidad que tiene el
fluorexon para formar un complejo de transicién no fluorescente con el Cu*?, el cual
es desplazado por los aminoacidos liberados en la protedlisis del BSA causada por
Sap; el compuesto al perder su enlace con el cobre recupera su fluorescencia, como
se observa en la figura 1.

263
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia. 2014;48(2):261-272

Proteing —— = H M,

L
Sap OH (aminoacidos)

Cu+2

Ho’Eﬁ O e
HOﬁrJ ﬂ!i' !!il kmeF

0] Ho I:CL,I .I':'l.l':'l.:I
Complejo no fluorescente

Fluorezdn

Fig. 1. Interaccion cobre-fluorexdn-aminoacido,

Se trabajé con soluciones de cobre, fluorexon, medio de cultivo YNB (base
nitrogeno levadura) suplementado con (BSA 0,1 %) y buffer fosfato pH 5,0. Las
mediciones se realizaron sobre placas de 96 pozos, en un Fluorescence
Spectophotometer Cary Eclipse Varian con un rango de longitudes de onda entre
260 nm y 541 nm; se adicionaron 25 pL de cada una de las soluciones y se
complet6 con buffer fosfato pH 5,0 hasta un volumen de 250 pL. Con el fin de
determinar las mejores condiciones de reaccion, se evaluaron concentraciones de
0,34; 0,69; 1,38; 2,75; 5,5; 11 y 13,2 puM para el fluorexon y de 0,5; 1; 2; 4; 6; 8
y 10 pM para el cobre.

Ademas de variar las concentraciones, también se analizaron los tiempos de
acoplamiento entre el fluorexon y el cobre estableciéndose la cinética de esta
reaccion, la cual se realizé por un periodo de 4 h realizando medidas cada 20 min.
Adicionalmente se empledé como control de actividad proteasa, solucion de
pancreatina, a una concentracion de 2,0 mg/mL, y se realiz6 el seguimiento por
fluorometria.

CRECIMIENTO DE Candida albicans Y PRODUCCION DE Sap

La cepa de C. albicans ATCC 10231 se replicé en Biggy agar (Oxoid). Se inocul6

1 colonia/mL de medio que contenia YNB y BSA 0,1 % , se incubd a 29 °C; se
extrajeron muestras del cultivo de C. albicans cada 2 h durante 30 h, con el fin de
monitorear el crecimiento, la produccion de Sap y el pH durante el proceso. El
crecimiento se evalud por siembra directa sobre agar biggy y haciendo recuento de
colonias.

Para evaluar la produccion de Sap, cada una de las muestras separadas se
centrifugé a 10 000 r.p.m. durante 10 min y el sobrenadante se analiz6 mediante
electroforesis SDS-PAGE para determinar la pureza de la proteasa y su masa
molecular.

Una vez identificados los tiempos en que se inicia la produccién de Sap, se realiz6
un nuevo indculo siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente y se
extrajeron muestras en los tiempos de mayor produccion, los cuales
correspondieron a 16 h; 18 h; 20 h; 22 h; 24 h y 26 h para ser evaluados por
fluorometria, siguiendo la técnica estandarizada.
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HIDROLISIS HEMOGLOBINA

Como método alternativo para verificar la produccion de Sap, se realizé una
siembra de C. albicans con un hisopo sobre una placa de agar Ogy suplementado
con sangre, incubando por un periodo de 2 dias a 29 °C. La produccion de proteasa
se verificd por la hidrolisis de la hemoglobina.

ACONTROL MEDIANTE INHIBICION DE Sap POR PESTATIN A

Para verificar la aplicacion de la técnica espectrofluorométrica, se usé como control
positivo Pepstatin A (p531825 Sigma), un inhibidor especifico de actividad de
Sap;?! la adicidn al cultivo de Pepstatin A se realizé luego de 4 h de crecimiento del
microorganismo y se evaluaron 4 concentraciones diferentes de Pepstatina A, las
cuales corresponden a 500 pM; 250 uM; 100 pM y 10 pM; los cultivos que no
contenian Pepstatin A, se tomaron como referencia para verificar la produccion de
Sap. Se colectaron muestras de 18 h, 20 h y 22 h de incubacion de cada uno de los
cultivos, los cuales se evaluaron por electroforesis SDS-PAGE y fluorometria.

Todas las muestras se centrifugaron a 10 000 r.p.m. durante 10 min; el
sobrenadante se utilizé para correr el gel de electroforesis SDS-PAGE, y para
mediciones por fluorometria.

ELECTROFORESIS POR SDS-PAGE

La electroforesis SDS-PAGE para proteinas se realizé utilizando la metodologia
sugerida en el kit de BIORAD, usando gel de resolucion del 4 % en acrilamida, y un
gel de concentracion del 10 %. La electroforesis se corrié con cambios de diferencia
de potencial de 80, 100 y 120 Voltios a tiempos de 30, 45 y 45 min
respectivamente. El gel se tifld con una solucidon de azul brillante de Commassie.

RESULTADOS

PROGRAMACION DEL EQUIPO

Las condiciones adecuadas encontradas en los ensayos después de un barrido
espectral se muestran en la tabla 1; las longitudes de onda de excitacion y emision
coinciden con las informadas por Dean et al.2°

Tabla 1. Condiciones experimentales empleadas
en |la cuantificacidn por espectrofluorometria

Parametro Programacién
Longitud de onda de excitacidn (nm} 486
Longitud de onda de emisidn {nm} 525
Siit de excitacién (nm) 5
Siit de emision {nm) 5
Detector de voltaje PMT Bajo (400}
Filtro de excitacion Auto
Filtro de emisidn Abierto
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Con el fin de encontrar las concentraciones de fluorexon y cobre ideales para la
formacion del complejo, se dejé constante la concentracion de uno de los reactivos
haciendo variar la del otro, y se realizaron graficas de concentracién contra sefal
de fluorescencia, presentadas en las figuras 2 y 3.
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Fig. 2. “/ariacidn de la fluorescencia en funcidn de la concen-
tracidn de cobre a distintas concentraciones de fluorexdn.
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Fig. 3. variacidn de la fluorescencia en funcidn de la concentracidn de fluo-
rexon a diferentes concentraciones de cobre.
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PRODUCCION DE Sap

En la figura 4 se muestran los resultados de electroforesis, donde se tiene que: 1)
medio BSA 0,1 %; 2) Pepstatin A (100 uM); 3) marcador peso molecular; 4) C.
albicans + Pepstatin A (100 pM). 5) C. albicans (6 h); 6) C. albicans (8 h); 7) C.
albicans (10 h); 8) Sap 22 h; 9) Sap 24 h; 10) Sap 26 h.

kDa

193
116
85

BS54

24
Sap

41

28

1 2 3 4 a a] 7 (=] el 10
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22 h; 9: 5ap 24 h; 10: Sap 26 h.

Fig. 4. Electroforesis para la produccidn de Sap.

Asimismo, en la tabla 2 se presentan los valores de pH obtenidos entre las 8 h y 30
h de crecimiento, tomados cada 2 h.

Tabla 2. Valores de pH reqgistrados en el tiempo

|Tiempo(h) | 8 | 10 | 12 | 14 |16 | 18 | 20 | 22 |24 | 26 | 28 | 30
| pH | 5,12 | 4,90 | 4,65 | 4,06 | 2,86 | 3,68 | 2,65 | 3,55 | 3,53 | 3,51 | 2,42 | 3,490

Durante el periodo de incubacion de C. albicans inducida, se encuentran diferentes
niveles de produccién de Sap; la evaluacion por fluorometria de los tiempos de
mayor produccién de Sap se muestra en la figura 5, las velocidades de reaccion
alcanzadas durante este, se representan por las pendientes de la curvas para un
periodo comprendido entre 5 min y 10 min, correspondientes a 0,2365; 0,5003;
0,4691; 0,5827; 0,5102 y 0,4636 respectivamente.
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INHIBICION DE PRODUCCION DE Sap

En la figura 6 se muestra la inhibicion de Sap por accién de Pepstatin A para una
medicion espectrofluorométrica realizada a un cultivo de 20 h de incubacion.
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Fig. 5. Medicidn de la actividad de Sap mediante espectroflucrometria a diferentes tiempos de incubacidn,
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DISCUSION

Para una concentracion constante de fluorexon de 5,5 uM, existe un mayor
gradiente de sefial (Fig. 2). Cada punto representa el valor promedio obtenido por
al menos tres repeticiones independientes. Se muestra el cambio en la sefal de
fluorescencia cuando se hace variar la concentracién de cobre manteniendo la
concentracion de fluorexon constante.

La mejor concentracion para el fluorexon es de 5,5 uM y para el cobre se
encontraba entre 4 puM y 6 pM, por lo que se decidi6é trabajar con el promedio de
5,0 uM; esta concentracion de cobre permitié disminuir la fluorescencia con un
mejor gradiente de sefial, dejando menor cantidad de cobre residual, lo cual facilitd
el retorno de la sefial, al reaccionar con los aminoéacidos (Fig. 2 y 3).

La cinética de acoplamiento de fluorexon y cobre muestra que el tiempo de reaccion
debe ser por lo menos 120 min, para que se estabilice la sefial y asi, asegurar la
constancia en la intensidad de fluorescencia, permitiendo reproducibilidad en las
mediciones.

El andlisis de fluorescencia para la proteasa utilizada como control positivo, usando
el sistema fluorexon cobre, muestra que al adicionar este grupo de enzimas en
presencia del BSA, induce un incremento en la sefal de fluorescencia, lo cual
demuestra la degradacion del sustrato por acciéon de las proteasas.

En los resultados de la electroforesis (Fig. 4), durante el crecimiento de C. albicans,
la banda correspondiente al BSA permanece constante durante las primeras 10 h y
no se evidencia produccion de Sap; a las 12 h de crecimiento aparece una nueva
banda que coincide con la masa molecular de Sap 2 (41 KDa) y el pH 6ptimo

de + 4,0.72! Ademas, otros informes sustentan que dicha enzima es la que mas se
produce cuando C. albicans se cultiva en medios que contienen proteina como Unica
fuente de nitrégeno.”-® En los carriles 8, 9 y 10 que corresponden a tiempos de
incubacion de 22 h, 24 h y 26 h se observa la méas alta concentracion de las
proteasas y la ausencia completa de la banda de BSA lo que evidencia una hidrolisis
completa de este.

En la tabla 2 se evidencian los cambios de pH que se dan en el cultivo a medida
que se va dando la producciéon de las proteasas.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la mayor produccién de Sap en las
condiciones descritas se obtiene a un pH entre 4,65 y 3,51, luego de un periodo de
incubacion entre 12 hy 26 h a 29 °C; resultado similar al obtenido por
Capobianco,*! el cual muestra que los maximos niveles de enzima se alcanzan entre
las 10 h'y 24 h. Estos resultados coinciden con los informados sobre la familia de
este grupo de proteasas donde el pH 6ptimo?? se encuentra entre 3,5y 4,0.

Los resultados presentados en la figura 5 permiten inferir que la mayor actividad de
Sap se alcanza a las 22 horas de incubacién, cuando se obtiene el valor mas alto de
la pendiente, lo cual corresponde a un pH alrededor de 3,55; lo que demuestra una
vez mas la influencia del pH en la actividad de Sap. Ademas corrobora los
resultados obtenidos en el gel de electroforesis donde también se aprecia que la
mayor produccion de Sap se da a las 22 h de incubacion. Estos resultados permiten
establecer los tiempos de mayor productividad, lo cual puede ser aprovechado para
conocer las propiedades bioquimicas de esta familia de proteasas, asi también
como el momento adecuado para la degradacion de estas por parte de agentes
inhibitorios.
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En siembras realizadas sobre placas de agar-sangre, se evidenciaron zonas claras
de hidrdlisis de la hemoglobina, en el cultivo que no tenia inhibidor de Sap, con lo
cual se corroboroé la produccidon de proteasa; el cultivo al que se le habia adicionado
Pepstatin A mostro6 clara acciéon del bloqueo por este inhibidor, en la reacciéon de
hidrdlisis. (Resultados no mostrados).

En la figura 6 (a) se observa un aumento constante de fluorescencia, ya que la
produccion de Sap degrada la cadena de aminoacidos del BSA, lo que induce un
aumento en la sefal. En la figura 6 (b) la sefal es baja, puesto que la Pepstatin A
inhibié la produccién de Sap, por tanto no hubo liberacion de aminoéacidos que
permitiera competir con el cobre para restaurar la sefial del fluorexon. Lo anterior
coincide con los resultados de la literatura que informan la Pepstatin A como un
inhibidor especifico de actividad de Sap, que en un rango de concentraciones de 1,0
UM y 10 pM, inhibe entre 18 y 78 % aproximadamente.?3:24

Al comparar los resultados obtenidos por electroforesis SDS-PAGE y fluorometria,
es evidente que la presencia de Sap se encuentra estrechamente relacionada con la
degradacion de BSA, por lo que la no hidrélisis de BSA es sinénimo de inhibicién de
la actividad de Sap.

La aplicacion de esta técnica fluorescente para el andlisis de actividad proteolitica
hace posible el estudio de un amplio nUmero de muestras como posibles inhibidores
de Sap en muy poco tiempo y a bajos costos, complementando con las técnicas de
electroforesis e hidrélisis de la hemoglobina, permitiran evaluar un gran nimero de
compuestos y trabajar con diferentes aislamientos de C. albicans para determinar
sensibilidades y resistencias.

En conclusién, se logré estandarizar un método para evaluar la produccién de
proteasa aspéartica secretada de C. albicans. Las condiciones estandarizadas

permitieron confirmar la inhibicion de Sap por Pepstatin A y demostrar que es un
método viable para evaluar inhibidores de esta proteasa.
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