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RESUMEN

Candida =albicans es un hongo dimdé~fico gue posece formas de
reproduccidén asexuada (blastosporas), y tiene la capacidad de crecer como
levadura é como micelio verdadero gracias a diferentes estimulos
ambientales que inducen o inhiben la transicion morfoldgica
levadura-micelio. Esta transicién ha sido ocbjeto de bastantes estudios,
aunque, parece ser que ambas formas son importantes en su patogenicidad.
Asi mismo, los tubos germinales son el inicio de 1la transicién
levadura—-micelio, por lo que se han descrito una gran variedad de factores
para la induccidén del tubo germinal, entre los que se encuentran: el pH,
la temperatura de incubacidén, el suero humano y algunos nutrientes del
medio de cultivo, como son: biotina y aminocicidos no sulfurados (como
fuente de Nitrégeno); asi como la glucosa, la N-acetilglucosamina y el
dcido butirico en medio de cultive con sales. También se ha reportado que
la adicidon de Zinc en pedquefias cantidades inhibe la formacidn de tubo
germinal, mediante un bloqueo en diferentes etapas del ciclo celular.

Por lo anterior, en este trabajo se analizé el efecto de diferentes
amino&cidos como unica fuente de Nitrégeno sobre la induccién de tubo
germinal a partir de levaduras de C. albicans en fase semilogaritmica. Se
analizaron 19 aminoacidos, de los cuales la Glutamina, Treonina y Tirosina
fueron los que estimularon en mayor proporcién la formacién del tubo
germinal (60%, 31.21% y 9.69%, valor real de miceliacidén, respectivamente,
en presencia de Zinc). Ademas, 10 de 1los 19 aminodacidos probados nco
indujeron en forma completa la miceliacién sin importar la influencia del
Zinc; tales aminoacidos fueron: Acido aspartico, Acido glutamico, Lisina,
Glicina, Histidina, Alanina, Metioconina, Fenilalanina vy Asparagina,
mientras que los aminoacidos restantes tuvieron efectos moderados vy
variables en la induccién del tubo germinal. Asi mismo, la presencia de
Zinc en &l medio de cultivo inhibe ligeramente la formacién del tubo
germinal, confirmando otros reportes de la literatura (Bedell v Solil,
1979; Szaniszlao y cols. 1985).



INTRODUCCION

Los hongos, se desarrollan en dos morfologias basicas, como levadura o
como mohos. "Levadura" se refiere al crecimiento unicelular de los
hongos, mientras que el término "Moho" se refiere .a la produccidén de
colonias multicelulares filamentosas; sin embargo, algunas especlies de
hongos son dimdérficas, capaces de crecer como levadura o milicelio,en
diferentes condiciones ambientales (cambios de temperatura, pH, algunas
fuentes de Nitrégeno, y ciertas condiciones de stress) (Dennetierre, B.,
1991; Kulkarni, R. K., 1980), o bien, existen otros dque requieren la
interrelacién de varios factores; y de acuerdo con esto, los hongos son
subdivididos dentro de tres grupos en base a la morfologia que presentan
n viva (Szanislao, 1985; Velasco Castrején, 1980).

: ler. GRUPO: Consiste en cuatro hongos que exhiben
predominantemente el desarrollo levaduriforme in aise y presentan la fase
micelial bajo condiciones saprofiticas. Sin embargo, no todos los

micdlogos médicos, los consideran dimérficos. Estos hongos son:
a) Blastomyces dermatitidis.
b) Histoplasma capsulatum.
c) Paracoccidioides brasiliensis.
d) Sporothrix schenkii..

) 20. GRUPG: Cada una de estas especies, puede inducir in
sitre. la transicién levadura-micelio, y puede presentar ambas fases in
sise. Dentro de éste se encuentran: '

a) Candida albicans.
b) Exophiala werneckii.
c) Wangiella dermatitidis.

3er. GRUPO: Los pertenecientes a este grupo, desarrollan
mPY bien la fase micelial, pero no la fase levaduriforme in sitne 6 in
witra. A este grupo pertenecen entre otras:

a) Chrysosporium sp.
b) Phialophora verrucosa.

Algunos hongos patdogenos son dimérficos, (Histoplasma capsulatum,

Blastomyces dermatitidis, Sporothrix schenkii, Paracoccidioides
brasiliensis ,el hongo oportunista Candida albicans y el contaminante
ambiental Mucor rouxii). La capacidad para existir en dos formas

diferentes es 1llamada dimorfismo, y este tipo de diferenciacidén es
reversible y no es una parte esencial del ciclo de vida del organismo.



Una caracteristica importante de la morfogénesis en ‘'algunos hongos
dimérficos, es que la induccidén de una fase conduce a la forma encontrada
en el tejido infectado (transicién de fase saprofitica a fase
parasitaria), y esta capacidad para colonizar el tejido del huesped puede
estar intimamente relacionada con la transicién morfolégica del hongo,
(Maresca y Kobayashi, 1989).

Asi mismo, la capacidad de Candida albicans para existir como
levadura o como micelio in aivae, ha side objeto de diversos .,estudios, pues
muchos autores asocian una u otra forma con la patogenicldad del hongo
(Ghannoum y Abu-Elteen, 1991). La mayoria de reportes indican una relacidn
causal entre la formacién del micelic y 1la infeccién, pues se ha
encontrado gue la hifa penetra en el tejido infectado mas facilmente que
la levadura, las cuales son mas dificiles de ingerir y de formar acimulos
en dicho tejido (Odds, 1988), y también se observan mas frecuentemente
formas filamentosas o miceliales del hongo en raspados y bilopsias de las
lesiones. Sin embargo, también hay evidencias que sugieren que la levadura
es mas virulenta que la forma micelial, pues mutantes gque no germinan in-
sive no producen la infeccidédn en animales de experimentacidén (Ghannoum y
Abu-Elteen, 1991). Asi mismo Shepherd (1985), usando mutantes morfoldgicas
de Candida albicans reporté que tanto la levadura como el micelio son
capaces de invadir tejidos provocando una infeccidén sistémica que produce
la muerte de los ratones. Por lo que parece ser, gue ambas formas son
importantes en la patogenicidad de este hongo.

Los tubos germinales son el inicie de la transicién levadura-micelio
(Chiew, Y.Y., 1980); por lo que se han descrito una gran variedad de
factores para la induccién del tubo germinal, entre los que se encuentran
el pH (Soll, 1975), temperatura de incubacién {(Maresca y Kobayashi, 1989),
el suero humano (Rippon, 1990), y algunos nutrientes en medios de cultivo,
entre los que se encuentran : fuentes de Nitrégeno, pricipalmente Biotina
Y Aminoacidos no sulfurados,asi como la Glucosa (Odds, 1988), 1a
N-acetilglucosamina (Braun y Calderone 1978) y el acido butirico en medio
con sales (Szanliszlao y cols., 1985).

Por otro lado, se ha reportado que la adicidén de Zinc en pequefias
cantidades inhibe la transicién levadura-micelio de Candida albicans, pues
las células aparentemente son bloqueadas en diferentes etapas del ciclo de
gemacidén, dando como resultado un aumento en la concentracién final de
levaduras y. un bloqueo del ciclo celular.
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Se ha sugerido, que el Zinc actda como un quelante, 6 que en Candida
albicans, hay dos vias metabdlicas de produccidén de micelio una
dependiente de Zinc y otra independiente del mismo metal, aunque esta
hipétesis no es muy aceptada ¥y se requieren muchos estudios para
comprobarla o rechazarla (Bedell y Soll, 1985). Debido al gran numero de
funciones claves realizadas por el Zinc en los mecanismos de defensa en
algunas enfermedades infecciosas, es difici]l asegurar el efecto directo de
éste sobre el crecimiento y la conversion dimérfica de Candida albicans

(Beisel, 1977).

Por lo anterior, existe la posibilidad de inducir el dimorfismo a
través del uso de diferentes aminoacidos como fuente de nitrégeno, ya gue
Candida albicans requiere de medios minimos a base de sales para dar la
fase micelial; es decir, pertenece al grupo de nutrientes dependientes
(Bonifaz 1990; Eddy, A.A., 1980). : '



GENERALIDADES

La candidiasis es wuna micosis causada por diversas especies de
levaduras oportunistas del género Eandida, en especial Candida albicans.
Estos microerganismos son miembros de la flora normal de la piel, mucosas
y tracto gastrointestinal; haciendo que se considere una de las
infecciones mas frecuentes y polimdérficas que atacan al hombre, su nivel
de profundidad ¢ sistematizacién no depende tanto del agente etiolégico en
si, sino del factor predisponente con el gque se asocie (personas .’
diabéticas, pacientes inmunodeprimidos, alcoholismo y embarazo, etc.)
(Bonifaz 1990; Neely, A.N., 1988). )

-—

Las especies de Bandida producen levaduras elipsoidales 6 esféricas,
con brotes de 3 a 6 micrémetros (um) de tamafioc. Normalmente, se forman
miltiples brotes y seudohifas en un medic deficiente en sustratos
rapidamente metabolizables (Por e jemplo, Agar Harina de maiz), (Bonifaz,
1990).

Es importante mencionar que dichas especies crecen en la mayor parte
de medios de cultivo habituales, como son: Agar Sabouraud, Gelosa sangre, -
Infusién de . cerebro, corazén y Extracto de levadura, pero no pueden
diferenciarse sobre la base del aspecto de sus colonias. En 24-48 horas,
producen colonias sobreelevadas de coloracién cremosa ¥ opacas de
aproximadamente 1-2 mm. de didmetro.

Por otro lado,la Candida albicans es un hengo dimdérfico que posee
formas de reproduccién asexuada (blastosporas), y tiene la particularidad’
de crecer como levadura 6 como micelio verdadero gracias a estimulos
ambientales que desencadenan 6 bloquean 1a conversién in wsitha de
levaduras a hifas (Evans, E.G., 1975; Nolthing, S., 1982; Pugh, D., 1979).

Un inductor muy estudiado es el suero normal. Luego de 90 minutos en
suero a 37°C » la Candida albicans comienza a formar hifas. Esta reaccién
Se manifiesta por la aparicién de un tubo germinal, un apéndice elongado
que crece hacia afuera, y tiene aproximadamente la mitad del ancho y el
?3?;? de large de la célula levaduriforme (Rippon, 1990; Shepherd, M.G.,

Sin embargo, como la pared celular del hongo es una barrera de
proteccién, y es responsable de 1la morfoleogia, se ha estudiado desde
diferentes enfoques la participacién y/o modificaciones que sufre ésta
durante la transicién morfolégica (Cabib, -Bowers, Sburlati, 1988; Cellini,
Calderone 1977; Elorza, Murgi, Sentandreu, 1985; Gander, 1974; Orlean,
1982; Ruiz-Herrera, 1991).



FISIOLOGIA DE LA ASIMILACION DE AMONIO EN MICROORGANISMOS

La asimilacidén de amonio, es un proceso mediante el cual el amonio
proviene del medio de cultivo o del catabolismo de compuestos
nitrogenados, es incorporado a esqueletos de carbono. Como resultado de 1la
asimilacién del amonio se sintetizan acido glutamico y glutamina, los
cuales ademéds del amonio, pueden ser utilizados como fuentes de nitrégeno
y constituyen los principales donadores de nitrégeno en muchas reacciones
biosintéticas.

Los estudios iniciales sobre 1la asimilacién del amonio que se
realizaron en Klebsiella aerogenes, definieron dos vias de asimilacién de
este compuesto. En 1la primera via la Glutamato deshidrogenasa (GDH)
asimila principalmente al amonio cuando éste se encuentra en altas
concentraciones en el medio de cultivo y la Glutamino sintetasa (GS)
participa en la sintesis de Glutamina. Después de estos estudios, 1la
hipétesis sobre estas vias se ha generalizado a otras enterobacterias como
Escherichia coli y Salmonella typhimurium (Leija, 1985). En Saccharomyces
cerevisiae y Candida albicans (Holmes, 1989) se ha reportado 1la wvia

GS—GOGAT (Glutamico oxalacético glutamin amino transferasa)- a
concentraciones limitadas de Amonio. En Penicillium chrvsogenum se ha
descrito actividad de GS, 1la cual participa eficientemente en la

asimilacién de altas y bajas concentraciones de Amonio. Asi mismo, en
Neurospora crassa se han descrito dos vias para asimilar el Amonio: la via
catalizada por la GDH-NADP y la GS de alta capacidad que opera en altas
concentraciones de Amonio y una subunidad de la GS {(alfa) de baja
capacidad, pero de alta afinidad que funciona en bajas concentraciones de
Amonio (Hernandez, 1985). :

Asi, el Acido glutamico y la Glutamina, son los productos primarios
de la asimilacién de Amonio, ocupando - una posicién central en el
metabolismo celular, pues son los donadores del grupo Amino para la
sintesis de los demas compuestos nitrogenados que la célula requiere para
la sintesis de macromoléculas (Eddy, 1980).



ANTECEDENTES

El término Ddimorfisme ha sido empleado por muchos afios en Micologia
Médica, para describir la dualidad fenotipica de forma, que presentan los
diferentes hongos en la fase saprofitica y parasitaria (Ainsworth, 1955;
Howard, 1962; Mariat, 1964). Frecuentemente este término es usado de tal
manera que implique que la infeccidén es acompafiada por una transicién del
hongoe patégeno desde su forma saprofitica hacia wuna morfologia
parasitaria. S5in embargo, el emplec de este término es variado; ya que
aparte de ser utilizado en Micologia General para describir
interconversiones controladas por factores ambientales de una levadura a
una forma micelial; es usado también constantemente para describir
cualquier transformacién del estado vegetativo por un hongo. En general,
un hongo podra ser dimérfico, pero no siempre patégeno.

Se considera diméorfico a aquel hongo que sufre por lo menos dos
distintas fases transitorias, ya sea in uwinva 6 in sitha. El hecho de
utilizar indefinidamente este término, nos permite considerar que 1la
transicién levadura-micelio estd asociada a diversos organismos que han
sido ampliamente estudiados, y se han tomado como modelo desde hongos
oportunistas como Mucor rouxii (Ruiz Herrera, 1985) y Candida albicans
(Odds, 1979; Soll, 1985) hasta dimérficos patogenos como Histoplasma
capsulatum (Maresca y Koba Yashi, 1989), Paracoccidioides brasiliensis
(San Blas, 1989), Coccidiocides immitis (Cole and Sun, 1985), Exophiala
wernecki (Harris, 1985). Desafortunadamente, lags distinciones entre Ia
fase de crecimiento de 1la célula y 1la fase de transicién son
frecuentemente ignoradas; sin embargo, Jlas mayores diferencias en el
metabolismo se han asociado con un crecimiento logaritmico y una fase
estacionaria celular (Szanislao, 1985).

Por otro lado, la capacidad de C. albicans para desarrollar las dos
formas in wmimve, ha llevado a tres lineas principales de investigacién
involucradas en el estudio del dimorfismo:

a) El1 estudio del metabolismo intermediario. Este ha
permitido comprender el papel que juegan el oxigeno, el CQOz2 (Didéxido de
Carbono) y la fuente de carbono en el dimorfismo. Es posible que el COz y
las hexosas actuen elevando los niveles de AMPc (Adenosin
monofosfato-ciclico) (Niimi y cols. 1980) y reprimiendo la sintesis 6 la
actividad de los productos no identificados hasta la fecha.



b) El enfoque de Biologia Molecular. Estos estudios han
permitide determinar los cambios gque ocurren en la sintesis de
macromoiéculas durante la transicién dimérfica (Aumente en la velocldad de
replicacién del DNA, y su metilacidén; asi como, un aumento en la velocidad
de sintesis de las Poliaminas, las cuales son aminoidcidos que no
constituyen el esqueleto de las Proteinas, (Ruiz-Herrera, Comunicacién
personal)

c¢) En cuanto al estudio de los mecanismos involucrados en la
sintesis de la pared celular, se puede mencionar la sintesis de Quitina,
Mananas y Glucanas con objeto de obtener antigenos para uso diagnéstico.

Entre otros estudios, existen pocos reportes con respecto al papel de
la fuente de nitrbégeno sobre el dimorfismo en Candida albicans, pues solo
se ha reportado que la transicidéon es inducida en medios sintéticos que

contienen Biotina, ¥ aminoacidos no sulfurados, asi como 1a
N-acetilglucogamina (Szanislao y cols. 1985; Sullivan y Shepherd, 1982;
Chiew y cols., 1980); mientras gque para otros hongos esta mas estudiado,

por ejemplo: T. mentagrophvtes, en el cual se ha descrito germinacién de
microconidias inducida por L-leucina (Hashimoto y cols. 1972), en Mucor,
rouxii la Leucina, Metionina y Arginina inducen un 100% de formacion de
tubo germinal, mientras que la Fenilalanina, Isoleucina y Treonina dan
indices muy bajos de germinacién, (Leija y cols.; 1986; Orlowski, M.,

1991. ).y en Sporothrix schenckii, la Asparagina induce eficientemente la
transicién (Arenas Loépez y cols., 1992); asi como en Histoplasma
capsulatum donde la Cisteina es esencial para la transicién morfoldgica
(Kobayashi y cols., 1985).




OBJETIVO GENERAL

Estudio del efecto de diferentes aminoacidos sobre la formacidén del
tubo germinal en Candida albicans.




MATERIAL Y EQUIPO

—-MATERIAL BIOLOGICO:

El material bioldégico utilizado, fué la fase levaduriforme de Candida
albicans obtenida del cepario del 1laboratorio del Area Bioldégica del
Centro de Investigacién y Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la U.A.S.L.P.

-VARIOS:

Micropipetas de 200 y 1000 microlitros (ul)
Matraces Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 ml.
Vasos de precipitado de 600 vy 1000 ml.
Pipetas de 0.1 yv 1 ml.

Probetas de 100 y 1000 ml.

Hematocitémetro.
~EQUIPO:

-Bafic de agitacién continua -Microscopio
Yamato Nikon
Constant temperature, Optiphot-2
Shaking bath. ) : ' Type 104
Model BT-25. : ) (40x)

-Potenciémetro
pHmeter 120
Corning.

NCT4: Con el fin de evitar al maximo problemas de interferencia con
cualquier otro tipo de metales, se emplea en la elaboraciéon de los medios
¥ en el lavado del material agua tridesionizada.
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REACTIVOS

-Solucidén de HC1l 0. 1N
—Solucidén de NaQH 0. 1N

-Se emplearon 1los siguientes aminoacidos (SIGMA), tomando su peso
(gr.) en base al Peso Molecular ¥ a la cantidad de medio a utilizar:

TABLA No.1
AMINOACIDO P.M. ( g/mol) CANTIDAD(gr.)

Ala Alanina 89 0. 0445
Val Valina 117 0. 0585
Leu Leucina 131 0. 0655
Ileu Isoleucina 131 0. 0655
Phe Fenilalanina 165 0. 0825
TIrp Triptéfano 204 0. 102

Gln Glutamina 146 0.073

Lvs Lisina 146 0.073

Arg Arginina 174 0. 087

Met Metionina 149 0.0745
Gly , Glicina 75 0.0375
Ser Serina 105 0. 0525
Thr Treonina 119 0. 0595
Cys Cisteina 121 0. 0605
Tyr Tirosina 181 0. 0905
Asn Asparagina 132 0. 066

Asp Ac. Aspartico 133 0. 0665
Glu Ac. Glutamico 147 0. 0735
His Histidina 155 0.0775
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METODOLOGIA

TECNICA:

t.- Las levaduras se incubaron en 200 ml. de caldo YPG (Extracto de
levadura adicionado de Peptona y Glucosa, en caldo nutritivo) a 37°C, con
agitacién constante, durante 18 horas para lograr un crecimiento en fase
semi-logaritmica (fase del ciclo celular en que las enzimas se encuentran
en mayor actividad).

2.~ Se tomé una alicuota de 1 ml., la cual se diluydé con solucién
salina al 0.85% y se contari en un hematocitémetro.

3.—- Se inocularon en 50 ml. de Medio Vogel (Con cada aminoacido a
probar) 300 000 levaduras/ml. ¥ se Iincubaron a 37 C con agitacién
constante durante 3-4 horas, en comparacién con un control de pH (").

4.- Se observaron y contaron las formas micelialesg del organismo
inicialmente levaduriforme en - un hematocitémetro, para tomar
concentraciones conocidas de las levaduras del hongo.

(") NOFA: E1 matraz control, es el medio de Vogel (Medio Minimo de
sales) un pH 6ptimo de produccidn (6.7) de tubo germinal (Bruato, 1991},
en el cual se obtiene un crecimiento de 27.5% en promedio y para obtener
el % real de miceliacién, es necesario restar del valor control (sin
ningn aminoacido) el obtenidé en 1los medios con 1los diferentes
amino4cidos analizados.

12



PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

-MEDIO YPG: (Extracto de levadura, Peptona y Glucosa)

-Extracto de levadura = 0.3gr.
-Peptona de caseina = igr.
—-Glucosa = Zgr.

c.b.p. 100 ml.

-MEDIO VOGEL:

~-Citrate de sodio = 0.3 g.
-KH2PO4 = 0.83 g.

—MgS04. 7H20 = 0. 033 g.

—-CaClz.2H20 = 0.016 g.

-Biotina = 0.83 ug. (microgramos)
-NHaNO3 = 0.33 g.

-Reactivo de trazas = 0. 1ml

c.b.p. 1000 ml.

NOT4: E1l Nitrato de amonio no fué agregado al medio, para evitar
cualquier alteracién con los resultados que se pudieran presentar
debido a la presencia del ién amonio.

Se agregd 0.1 ml. de Reactivo de Trazas/lt de medio de Vogel,
{que fue preparado por separado) el cual consiste en:

~Acido Citrico = 5 'g.

-ZnS0s. 7H20 = 5 g.

—Sulfato de amonio y hierro = 1 g.
—CuS0a. 5H20 = 0.25 g.

-MnS0s. H20 = 0.05 g.

-HsBQO3z anhidro = 0,05 g.

—~(NHa )sMo7024. 4H20 = 0.05 g.

c.b.p. 100 ml.
NOF4: El sulfato de amonio y hierro, y el (NHa)sMo7Oz2s.4H20 (Oxido de
Molibdeno Amoniacal) no fueron agregados al reactivo debido a las razones

exXpuestas anteriormente.
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Es importante hacer notar que para ver la influencia del Zinc sobre
la induccién del dimorfismo a partir de los diferentes aminoacidos
empleados, se prepararon dos reactivos de trazas, uno conteniendo Zn ¥y
otro sin Zn (Ver preparacién de medios). :

NOT4: Después de agregar el Reactivo de Trazas al Medio de Vogel, se .
le ajusta el pH a 6.7 +/- 0.02 con HCl1 O.1N y/o NaOH 0.1N, ya que existen
reportes que afirman que el pH es un factor que puede inducir & reprimir
el dimorfismo.

SOLUCION SALINA ESTERIL AL 0.85%

Se disuelven 0.85 g. de NaCl, en agua.destilada; Esterilizar a 1 atm.
de presién durante 15 minutos. Guardar en el refrigerador a (4-10C).
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RESULTADOS

A partir de levaduras de Candida albicans obtenidas en fase
semi-logaritmica se inocularon en 50 ml. de Medio de Vogel 300 000
levaduras/ml. con una concentracién de 10 mM (milimolar?}) del aminoacido a
probar (TABLA No.1l) para determinar el % de induccion de tubo germinal de
cada aminodcido. Se probaron 19 aminoacidos, donde 1los resultados
obtenidos fueron restados del wvalor obtenidg en el control, para obtener
el valor real de miceliacién, dando lo siguiente:

Se pudo observar que 10 de los 19 aminoacidos no indujeron en forma
completa la miceliacién, sin importar la influencia del Zinc sobre el
dimorfismo (TABLA 5 Y 6); tales amincacidos fueron: Ac. aspartiico, Ac.
glutamico, Lisina, Glicina, Histidina, Alanina, Metionina, Fenilalanina,
Lisina, Asparagina.

Sin embargo, se puede afirmar que la Glutamina tuvo un papel muy
importante en la transicidén levadura-micelio (60 % real de induccién de
tubo germinall), ya gue a pesar de tomar en cuenta el valor control, el
indice de miceliacién fué bastante elevado en comparacidén a 1los
anteriores, el segundo aminoacido que presentdé mayor induccién fue la
Treonina (31.21% real), (TABLA 5 Y 6). Pero hay que tomar en cuenta que
existe un porcentaje entre el 3 y 10% inducidos por otros aminoiacidos, el
cual no es muy relevante (TABLA 5) y en este casoc el pH del medio no
influyé de manera gradual en el dimorfismo, ademids, se observa que el
valor obtenido para la Treonina fué del 31.21% (Tabla 5) en presencia de
Zinc. |

En cambio, cuande no hay Zinc en el medioc de cultivo (TABLA 6), se
obtuvo mayor porcentaje en los casos que presentaron miceliacién en
comparacién a la Tabla 5; por le que es importante hacer notar que 1la
ausencia de Zinc puede ser un factor que beneficie la induccién.

Ahora, comparande los valores obtenidos en las Tablas 2 y 32, sin
tomar en cuenta el valor control, los resultados fueron los siguientes:
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-E1 Acidec Aspartico, el Acido Glutamico y la-Lisina, no favorecieron
al dimorfismo, debido tal vez al caracter acido en caso de Asp. y la Glu.;
y al tamafio de la cadena de la Lys., o bien podria ser que no tuviera
ningin papel especifico en la transicién. )

Es importante hacer notar que al igual que las tablas 5 y 6, 1la
Glutamina tiene un papel importantisimo en la miceliacidn, ya que en este
caso el valor fué del 100% (TABLA 3) y del 88% respectivamente (TABLA 2),
por lo que agqui se manifiesta una ligera inhibicién del Zinc en 1la
induccién; pero no hay que descartar a la Treonina, que en ambos casos da
un porcentaje mayor del S0%, al igual que la Valina (TABLA 4).
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Porcentaje de produccidén de tubo germinal en presencia de

TABLA No. 2

Zinc

AMINOACIDO

Asp 034

Glu %

lLys 0%

Gly 9. 206%
His 13.97%
Ala 16.9%
Met 18.11%
Phe 22.005%
Asn 23.35%
Lys 24.62%
Ileu 28.144%
Ser 30.5%
Arg 30.67%
Trp 32.42%
Leu 35. 305%
Val 36.94%
Tyr 37.195%
Thr 58.71%
Gln 88.0%




Porcenta je de produccién de tubo germinal en ausencia de

TABLA No.3

Zinc.

AMINOACIDO

Asp 0% .

Lys 0%

Glu o%

His 15. 025%
Asn 16. 9%
Ala 22.51%
Gly 23.816%
Cys 24.62%
Phe 24.835%
Met 26. 40%
Ser 30.5%
Arg 31.67%
Trp 33.075%
Ileu 36. 15%
Tyr 44 . 01%
Val 50.022%
Leu 53.70%
Thr- 70.0%
Gln 100%




TABLA No. 4

Comparacién de produccién de tubo germinal (en medio de Vogel) en
presencia y ausencia de Zinc.

AMINOACIDO CON ZINC (%) SIN ZINC (%)

Asp 0 0
Lys ¢ 0
Glu o 0
Gly 9.2 23.8
His 13.9 15.0
Ala 16.9 22.5
Met 18.1 26.4
Phe 22.0 24.8
Asn 23.3 16.9
Cys 24.6 20.4
Ile -28.1 36.1
Ser 30.5 30.5
Arg 30.6 31.6
Trp 32.4 33.0
Leu 35.5 53.7
Val 36.9 50.0
Tyr 37.1 44.0
Thr 58.7 70.5
Gln 88.0 100.0




TABLA No. S

Porcentaje real de produccién de tubo germinal obtenido en
presencia de Zinc

AMINOACIDO
Asp 0%
Glu 0%
Lys . 0%
Gly 0%
His i 0%
Ala )4 2
Met ;& 0%
Phe ] 0%
Asn . . 0%
Lys ’ 0%
Ileu . 0.644%
Ser 3. 0%
Arg 3.17%
Trp 4.92%
Leu 7.805%
Val 9.44%
Tyr ) 9. 695%
Thr ) 31.21%
Gln . -60. 5%

% OBTENIDO - % DE pH = CANTIDAD REAL DE MICELIACION
‘ ’ (27.5%)



TABLA No. 6

Porcentaje real de produccién de tubo germinal obtenido
ausencia de Zinc.

AMINOACIDO
Asp 0%
Lys 0%
Glu 0%
His 0%
Asn 0%
Ala 0%
Gly 0%
Cys 0%
Fhe 04
Met 0%
Ser 3.0%
Arg &.17%
Trp 5.575%
Ileu 8. 65%
Tyr 16.51%
Val : 22.522%
Leu 26.2%
- Thr 42. 5%
Gln T72.5%

% OBTENIDO - % pH = CANTIDAD REAL DE MICELIACION
(27.5%)



FOTO No.1 : Levaduras de C. albicans en presencia de Glutamina (Medio
de Vogel en ausencia de Zinc). '
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FOTO No.2 : Levaduras de C.albicans en presencia de Glutamina {Medio de
Vogel en presencia de Zinc)



FOTO No.3 : Levaduras de C.albicans en presencia de Ac. aspartico
(Medio de Vogel en ausencia de Zinc)
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FOTO No.4 : Levaduras de C.albicans en presencia de Ac. glutamico
(Medio de Vogel en ausencia de Zinc)




FOTO No.5 : Levaduras de C.albicans en presencia de Valina (Medio de
Vogel en ausencia de Zinc)




FOTO No.6 : Levaduras de C.albicans en presencia de Valina (Medio de
Vogel en presencia de Zinc)




FOTO No.7 : Levaduras de C.albicans crecidas en Caldo YPG.




’ . 2 ci en
FOTO No.8 : Control Negativo (Medio de Vogel sin aminoacido Yy
ausencia de Zinc).



DISCUSION

Fn este trabajo se encontré que en un medio minimo de Vogel, se puede
formar micelio dependiendo del aminoacido usado como fuente de Nitroégeno,
lo que confirma otros reportes en la literatura, por ejemplo, Leija y
cols. (1986) en M.rouxii, Arenas Lépez y «cols.(1992) en Sporothrix
schenckii, Sullivan y Sepherd (1982), en C. albicans, Hashimoto y cols.
(1972) en T. mentagrophytes y Medoff y cols. (1987) en Blastomyces
dermatitidis y Paracoccidicides brasiliensis.

De los 19 aminodcidos analizados se indujo el promedio de miceliacién
del 15% (Histidina), .hasta un 100% (Glutamina), los aminoacidos que
indujeron mas eficazmente el tubo germinal fueron la Glutamina (100%),
Treonina {(70%), Leucina (53.7%) y Valina (50%), (que representa el 72.5%,
42.5%, 26.2%4 y 22.5%, una vez restado el ¥% de micelioc formado con
el control del pH). Estos datos difieren un poco con lo reportado por
Leija y cols., 1986 en M. rouxii, donde encuentran un 100% de miceliacién
para Leucina, un 11% para Valina, un 73% para Glutamina y un 14% para
Treonina y son similares a la germinacidén inducida de microconidias de T.
mentagrophyvtes por Leucina (60%) reportado por Hashimoto y cols., en 1972,
y difieren con 1lo reportado por Arenas Lopez y cols., 1992 para S.
schenckii donde el principal inductor de la transicién conidio levadura
fué la Asparagina, y con lo encontrado por Kobayashi y cols.,en 1985 para
H. capsulatum donde 1la Cisteina es esencial para la transicién
morfolégica.

Con respecto a los demas aminodcidos probados, .los resultados
obtenidos fueron similares a lo reportado por Leija y cols., 1986 para M.
rouxii.

Por otro lado, 1la menor -induccién de tube germinal en presencia de
Zinc confirman lo reportado por Bedell y Soll en 1979 para Candida
albicans inducida por el cambio de temperatura, ademas, debidoe al gran
nimero de funciones del Zinc en los mecanismos de defensa del huesped
(Beisel, 1977), es dificil saber 1los efectos directos del Zinc sobre el
crecimiento y conversidon fenotipica de las levaduras dimérficas in sise,
pues la reduccién de la infeccidén por C. albicans puede deberse a un
efecto directo de una alta concentracién de Zinc en el sitio de 1la
infeccién 6 a una estimulacién de los mecanismos de defensa del huesped en
pacientes con candidosis (Bedell y Soll, 1979; Beisel, 1977; Campo y Mc
Donald, 1976).
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CONCLUSIONES

1. - De los 19 aminoAcldos probados sin tomar en cuenta el control del
pH, 16 indujeron la formacién del tubo germinal, y tomando en cuenta el
control del pH, solo 9 indujeron la formacidén del tubo germinal en mayor o
menor grado.

2.— Los aminoicidos que fueron mas efectivos en la induccién fueron:
Glutamina, Treonina y Leucina respectivamente.

3. - Los aminoacidos que no tuvieron ningtin efecto sobre la formacioénm
del tubo germinal fueron: Asparagina, Lisina y Ac. Glutamico.

4.~ El Zinc en trazas inhibié ligeramente 1la induccién de tubo
germinal en todos los amincAcidos probados.

5.- Se comprobé el efecto que tienen las diferentes fuentes de
Nitrogeno en la induccién del tubo germinal reportado en otros sistemas.
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