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RESUMEN  

Introducción: la proteasa aspártica secretada (Sap) es considerada un factor de 
virulencia en el proceso de infección por Candida albicans. La frecuencia de 
candidiasis a nivel mundial aumenta cada día, razón por la cual se hace necesario 
encontrar nuevos medicamentos que combatan esta enfermedad, al mismo tiempo 
desarrollar métodos que evalúen en forma rápida compuestos inhibidores de Sap. 
Objetivo: estandarizar un método fluorescente para identificar la inhibición de 
actividad de Sap. 
Métodos: se indujo la producción de Sap en cultivos de C. albicans según la 
metodología descrita por Capobianco y se evaluaron sus niveles por electroforesis 
en geles SDS-PAGE en diferentes lapsos de tiempos. La actividad de Sap fue 
verificada por espectrofluorometría, para lo cual se determinaron las condiciones de 
reacción, variando las concentraciones de cobre y fluorexon, y los resultados de 
inhibición, se expresaron como disminución en la señal de fluorescencia. Como 
control de inhibición de Sap se utilizó Pepstatin A y como control positivo de 
actividad proteasa se utilizó pancreatina. 
Resultados: se establecieron concentraciones de 5,5 y 5,0 µM para fluorexon y 
cobre respectivamente; el tiempo óptimo de acoplamiento de estos fue de 120 min 
y la mayor actividad de Sap se alcanzó a las 22 h de incubación. 
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Conclusiones: las condiciones estandarizadas para el método 
espectrofluorométrico, permiten confirmar la inhibición de Sap por Pepstatin A y 
demostrar que es un método viable para evaluar inhibidores de esta proteasa.  

Palabras clave: Cándida albicans, inhibición, método espectrofluorométrico, 
proteasa aspártica 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 µM and 5.0 µM 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.  

 

  

   

INTRODUCCIÓN  

Cándida albicans es una levadura dimórfica que existe como un organismo 
comensal en la cavidad oral, tracto gastrointestinal, tracto genital femenino y 
ocasionalmente en la piel. Bajo condiciones de inmunosupresión, C. albicans se 
puede volver patogénica causando candidiasis oral, vaginal y/o sistémica.1  

Aunque la habilidad de causar enfermedad es un proceso complejo que involucra 
múltiples interacciones entre C. albicans y el hospedero, la mayoría de los estudios 
se enfocan en el rol de un grupo de proteasa aspártica (Sap), como factor de 
virulencia. Las evidencias que soportan el rol de Sap en virulencia son las 
siguientes: 1) alta correlación entre virulencia y niveles de expresión 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 
proteínas relacionadas con defensas inmunológicas y estructurales, como IgG, 
queratina, colágeno acidificado y proteínas de matriz extracelular.2-6  

Este tipo de proteasas comprende una familia de al menos 10 isoenzimas, de las 
cuales Sap2 es la que más se produce cuando C. albicans se cultiva en medios que 
contienen proteína como única fuente de nitrógeno,7,8 y en las primeras etapas de 
la infección.9  

La estrecha relación entre proteasa y virulencia aunado a la creciente frecuencia de 
estas infecciones, así como la aparición de cepas resistentes a los medicamentos 
actuales, ha llevado a la búsqueda de nuevos tratamientos farmacológicos,10 y a la 
necesidad de encontrar métodos rápidos de diagnóstico y de evaluación de 
potenciales inhibidores de estas proteasas.11  

La tendencia en la implementación de análisis enzimáticos por fluorometría se ha 
incrementado en los últimos años.12 En general, ésteres de fluoresceína a menudo 
se han empleado para el estudio de diversas actividades de la esterasa,13-15 
fosfodiesterasa16 y fosfatasas,17,18 pero su uso para el estudio de la actividad de 
proteasas de C. albicans ha sido poco estudiado. 

La actividad proteolítica ha sido medida usando albúmina sérica bovina (BSA), 
hemoglobina y estrato córneo humano como sustrato;19 sin embargo, estos 
métodos carecen de sensibilidad, en que el tiempo de consumo y expresión de la 
actividad en unidades proteolíticas es arbitrario. La síntesis de sustratos 
fluorogénicos para proteasas permite el desarrollo de un rápido ensayo de 
microtitulación fluorescente que define la actividad en términos de la actividad 
hidrolítica, por lo que el desarrollo de este tipo de metodologías se convierte en 
procedimientos promisorios para la evaluación de la actividad proteolítica de Sap. 
Es así como en el presente trabajo tiene el objetivo de estandarizar un método 
fluorométrico para la evaluación de la acción de proteasas obtenidas directamente 
de un cultivo de C. albicans.  

 
MÉTODOS 

Para la estandarización del método, se realizaron diferentes ensayos, con el fin de 
establecer las mejores condiciones, como determinación de las longitudes de onda 
de excitación, de emisión, slit de emisión, slit de excitación, voltaje del detector y 
filtros de excitación y de emisión; además de las concentraciones de fluorexon, 
cobre, pH del buffer y tiempos de acoplamiento de los reactivos.  

 
MÉTODOS DE ENSAYO  

Se utilizó como indicador de fluorescencia fluorexon, un bisiminodiacetato derivado 
de la fluoresceína.20 El ensayo se fundamenta en la capacidad que tiene el 
fluorexon para formar un complejo de transición no fluorescente con el Cu+2, el cual 
es desplazado por los aminoácidos liberados en la proteólisis del BSA causada por 
Sap; el compuesto al perder su enlace con el cobre recupera su fluorescencia, como 
se observa en la figura 1.  
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Se trabajó con soluciones de cobre, fluorexon, medio de cultivo YNB (base 
nitrógeno 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 µL de cada una de las soluciones y se 
completó con buffer fosfato pH 5,0 hasta un volumen de 250 µL. Con el fin de 
determinar las mejores condiciones de reacción, se evaluaron concentraciones de 
0,34; 0,69; 1,38; 2,75; 5,5; 11 y 13,2 µM para el fluorexon y de 0,5; 1; 2; 4; 6; 8 
y 10 µM para el cobre.  

Además de variar las concentraciones, también se analizaron los tiempos de 
acoplamiento entre el fluorexon y el cobre estableciéndose la cinética de esta 
reacción, la cual se realizó por un período de 4 h realizando medidas cada 20 min. 
Adicionalmente se empleó como control de actividad proteasa, solución de 
pancreatina, a una concentración de 2,0 mg/mL, y se realizó el seguimiento por 
fluorometría.  

 
CRECIMIENTO DE Candida albicans Y PRODUCCIÓN DE Sap 

La cepa de C. albicans ATCC 10231 se replicó en Biggy agar (Oxoid). Se inoculó  
1 colonia/mL de medio que contenía YNB y BSA 0,1 % , se incubó a 29 ºC; se 
extrajeron muestras del cultivo de C. albicans cada 2 h durante 30 h, con el fin de 
monitorear el crecimiento, la producción de Sap y el pH durante el proceso. El 
crecimiento se evaluó por siembra directa sobre agar biggy y haciendo recuento de 
colonias.  

Para evaluar la producción de Sap, cada una de las muestras separadas se 
centrifugó a 10 000 r.p.m. durante 10 min y el sobrenadante se analizó 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 producción de Sap, se realizó 
un nuevo inóculo siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente y se 
extrajeron muestras en los tiempos de mayor producción, los cuales 
correspondieron a 16 h; 18 h; 20 h; 22 h; 24 h y 26 h para ser evaluados por 
fluorometría, siguiendo la técnica estandarizada.  
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HIDRÓLISIS HEMOGLOBINA  

Como método alternativo para verificar la producción de Sap, se realizó una 
siembra de C. albicans con un hisopo sobre una placa de agar Ogy suplementado 
con sangre, incubando por un período de 2 días a 29 °C. La producción de proteasa 
se verificó por la hidrolisis de la hemoglobina.  

 
ACONTROL MEDIANTE INHIBICIÓN DE Sap POR PESTATIN A  

Para verificar la aplicación de la técnica espectrofluorométrica, se usó como control 
positivo Pepstatin A (p531825 Sigma), un inhibidor específico de actividad de 
Sap;21 la adición al cultivo de Pepstatin A se realizó luego de 4 h de crecimiento del 
microorganismo y se evaluaron 4 concentraciones diferentes de Pepstatina A, las 
cuales corresponden a 500 µM; 250 µM; 100 µM y 10 µM; los cultivos que no 
contenían Pepstatin A, se tomaron como referencia para verificar la producción de 
Sap. Se colectaron muestras de 18 h, 20 h y 22 h de incubación de cada uno de los 
cultivos, los cuales se evaluaron por electroforesis SDS-PAGE y fluorometría.  

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

 
ELECTROFORESIS POR SDS-PAGE 

La electroforesis SDS-PAGE para proteínas se realizó utilizando la metodología 
sugerida en el kit de BIORAD, usando gel de resolución del 4 % en acrilamida, y un 
gel de concentración del 10 %. La electroforesis se corrió con cambios de diferencia 
de potencial de 80, 100 y 120 Voltios a tiempos de 30, 45 y 45 min 
respectivamente. El gel se tiñó con una solución de azul brillante de Commassie.  

 
RESULTADOS  

 
PROGRAMACIÓN 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 excitación y emisión 
coinciden con las informadas por Dean et al.20 
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Con el fin de encontrar las concentraciones de fluorexon y cobre ideales para la 
formación del complejo, se dejó constante la concentración de uno de los reactivos 
haciendo variar la del otro, y se realizaron gráficas de concentración contra señal 
de fluorescencia, presentadas en las figuras 2 y 3. 
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PRODUCCIÓN 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 µM); 3) marcador peso molecular; 4) C. 
albicans + Pepstatin A (100 µM). 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.  

 

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.  

 

Durante el período de incubación de C. albicans inducida, se encuentran diferentes 
niveles de producción de Sap; la evaluación por fluorometría de los tiempos de 
mayor producción de Sap se muestra en la figura 5, las velocidades de reacción 
alcanzadas durante este, se representan por las pendientes de la curvas para un 
período 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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INHIBICIÓN DE PRODUCCIÓN DE Sap 

En la figura 6 se muestra la inhibición de Sap por acción de Pepstatin A para una 
medición espectrofluorométrica realizada a un cultivo de 20 h de incubación. 
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DISCUSIÓN  

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

La mejor concentración para el fluorexon es de 5,5 µM y para el cobre se 
encontraba entre 4 µM y 6 µM, por lo que se decidió trabajar con el promedio de 
5,0 µM; esta concentración de cobre permitió disminuir la fluorescencia con un 
mejor gradiente de señal, dejando menor cantidad de cobre residual, lo cual facilitó 
el retorno de la señal, al reaccionar con los aminoácidos (Fig. 2 y 3).  

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

El análisis 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 señal de fluorescencia, lo cual 
demuestra la degradación del sustrato por acción 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 producción 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 óptimo  
de ± 4,0.7,21 Además, otros informes sustentan que dicha enzima es la que más se 
produce cuando C. albicans se cultiva en medios que contienen proteína como única 
fuente de nitrógeno.7,8 En los carriles 8, 9 y 10 que corresponden a tiempos de 
incubación de 22 h, 24 h y 26 h se observa la más alta concentración de las 
proteasas y la ausencia completa de la banda de BSA lo que evidencia una hidrólisis 
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 producción de las proteasas.  

De acuerdo con los resultados obtenidos, la mayor producción de Sap en las 
condiciones descritas se obtiene a un pH entre 4,65 y 3,51, luego de un período de 
incubación entre 12 h y 26 h a 29 °C; resultado similar al obtenido por 
Capobianco,11 el cual muestra que los máximos 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 óptimo22 se encuentra entre 3,5 y 4,0.  

Los resultados presentados en la figura 5 permiten inferir que la mayor actividad de 
Sap se alcanza a las 22 horas de incubación, cuando se obtiene el valor más alto de 
la pendiente, lo cual corresponde a un pH alrededor de 3,55; lo que demuestra una 
vez más la influencia del pH en la actividad de Sap. Además corrobora los 
resultados obtenidos en el gel de electroforesis donde también se aprecia que la 
mayor producción de Sap se da a las 22 h de incubación. Estos resultados permiten 
establecer los tiempos de mayor productividad, lo cual puede ser aprovechado para 
conocer las propiedades bioquímicas de esta familia de proteasas, así también 
como el momento adecuado para la degradación de estas por parte de agentes 
inhibitorios.  
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En siembras realizadas sobre placas de agar-sangre, se evidenciaron zonas claras 
de hidrólisis de la hemoglobina, en el cultivo que no tenía inhibidor de Sap, con lo 
cual se corroboró la producción de proteasa; el cultivo al que se le había adicionado 
Pepstatin A mostró clara acción del bloqueo por este inhibidor, en la reacción de 
hidrólisis. (Resultados no mostrados).  

En la figura 6 (a) se observa un aumento constante de fluorescencia, ya que la 
producción de Sap degrada la cadena de aminoácidos del BSA, lo que induce un 
aumento en la señal. En la figura 6 (b) la señal es baja, puesto que la Pepstatin A 
inhibió la producción de Sap, por tanto no hubo liberación de aminoácidos que 
permitiera competir con el cobre para restaurar la señal del fluorexon. Lo anterior 
coincide con los resultados de la literatura que informan la Pepstatin A como un 
inhibidor específico de actividad de Sap, que en un rango de concentraciones de 1,0 
µM y 10 µM, inhibe entre 18 y 78 % aproximadamente.23,24  

Al comparar los resultados obtenidos por electroforesis SDS-PAGE y fluorometría, 
es evidente que la presencia de Sap se encuentra estrechamente relacionada con la 
degradación de BSA, por lo que la no hidrólisis de BSA es sinónimo de inhibición de 
la actividad de Sap.  

La aplicación de esta técnica fluorescente para el análisis de actividad proteolítica 
hace posible el estudio de un amplio número de muestras como posibles inhibidores 
de Sap en muy poco tiempo y a bajos costos, complementando con las técnicas de 
electroforesis e hidrólisis de la hemoglobina, permitirán evaluar un gran número de 
compuestos y trabajar con diferentes aislamientos de C. albicans para determinar 
sensibilidades y resistencias.  

En conclusión, se logró estandarizar un método para evaluar la producción de 
proteasa aspártica secretada de C. albicans. Las condiciones estandarizadas 
permitieron confirmar la inhibición de Sap por Pepstatin A y demostrar que es un 
método viable para evaluar inhibidores de esta proteasa.  
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