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Titulo
Candida glabrata bloquea los efectos cardiacos dependientes de flujo mediante

interaccion lectinica

Resumen

Candida glabrata (CG) es una levadura que puede invadir tejidos y causar la
muerte. Su superficie es lectinica, uniéndose con alta afinidad a Oligosacaridos
(O) presentes en la membrana celular, como la membrana luminal del endotelio
coronario (MLEC). En corazén el flujo coronario (FC) estimula la transmision
eléctrica auricula-ventriculo (TAV). CG actua en lectinas (L) y O de la MLEC,
formando un complejo L-O necesario para la estimulacion TAV inducida por FC.
Nuestra hipoétesis es que CG se une a O de la MLEC previniendo la formacion del
complejo L-O inducido por el FC, inhibiendo la TAV. En corazoén aislado de cobayo
la TAV fue determinada bajo diferente FC. A menor FC incremento la TAV (curva
control). Después, CG fue administrada intracoronariamente durante 5 minutos y
lavada durante 5 minutos, posteriormente se realizd una curva experimental de FC
y TAV. La respuesta en la curva experimental fue mayor que en la curva control
indicando que la unién de CG incrementa el valor de la TAV en cualquier FC. Para
demostrar que estos efectos fueron debidos a la union de CG a O, CG fue
desplazada al perfundir azucares componentes de O; manosa o0 galactosa. Estos
azucares bloquearon los efectos de CG y regresaron las respuesta de TAV
inducida por FC a una situacion control. Asi, CG se une a O de la MLEC a través
de L previniendo la formacion del complejo L-O inducido por FC, por tanto inhibe la

estimulacion de la TAV inducida por FC.

2 | “Congreso Internacional de Investigacidn e Innovacién 2016” Multidisciplinario, 21'y 22 de abril de 2016. México

 ©S1UDIOS
O“ (Q‘)f

2
%



“CONGRESO INTERNACIONAL DE INVESTIGACION E INNOVACION 2016”

Multidisciplinario
21y 22 de abril de 2016, Cortazar, Guanajuato, México

Abstract

Candida glabrata (CG) is a yeast that can invade tissues and cause death. Its
surface is lectinic, binding with high affinity to oligosaccharides (O) present in the
cell membrane, such as the coronary endothelium luminal membrane (CELM). In
heart coronary flow (CF) stimulates atrial-ventricular electric transmission (AVT).
CG acts on lectins (L) and O MLEC, forming a complex LO required for AVT
induced stimulation CF. Our hypothesis is that CG binds to O of CELM preventing
LO complex formation induced by CF inhibiting AVT. In isolated guinea pig heart
AVT was determined under different CF. A lower CF increase the AVT (control
curve). Then CG was administered intracoronary for 5 minutes and washed for 5
minutes, then an experimental curve CF and AVT was performed. The response in
the experimental curve was higher than the control curve indicating that binding of
CG increases the value of the AVT at any CF. To demonstrate that these effects
were due to the binding of CG to O, CG was displaced using infused sugars
components of O; mannose or galactose. These sugars blocked the effects of CG
and returned the response AVT induced by CF to a control situation. Thus CG bind
to CELM through O L complex formation preventing CF induced, thereby inhibits
AVT stimulation CF induced.

Palabras clave: Candida glabrata, endotelio coronario, lectinas. Keywords:
Candida glabrata, coronary endothelium, lectins.

. Introduccion

La membrana luminal de células endoteliales tiene una gran variedad de
proteoglicanos, glicosaminoglicanos, glicoproteinas, glicolipidos proteinas

transmembranales los cuales contituyen el glicocalix luminal endotelial. El
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glicocalix esta4 expuesto directamente al flujo y a hormonas circulantes. Diversas
proteinas luminales endoteliales son sensibles a flujo, pero, su comun
denominador es que son glicosiladas y de naturaleza lectinica (1,2).

Nosotros hemos establecido que el sensado del flujo requiere la presencia de
oligosacaridos (O) y lectinas (L) debido a que la respuesta parenquimal inducida
por flujo es modulada cuando el glicocalix es tratado con:

Hidrolisis enzimatica de O, o con L exdgenas que se unen a estos O (3,4).

Con exdgeno O que se une a L enddgena.

De esta manera L de la membrana luminal del endotelio coronario (MLEC) y O
participan en la deteccién del flujo. Este puede inducir una reversion de la
formacion del complejo L-O, causando respuesta cardiaca endotelial inducida por
flujo.

Previamente hemos propuesto que la respuesta inducida por flujo resulta de la

alterar el equilibrio:

SENAL €"""" 0 + L =—————) O-L

Donde L es una sefial paracrina proteica.

Por otro lado Candida glabrata, es la segunda causa de candidiasis y en algunos
casos resulta en la muerte. La adherencia de Candida glabrata a células
epiteliales humanas en cultivo es mediada en gran medida por adhesinas. Estas
adhesinas tienen un comportamiento tipo lectina y podrian unir O de proteinas en
la membrana luminal endotelial (2).

La hipotesis de este trabajo propone que la unién de Candida glabrata a O de la

MLEC podria estar alterando el equilibrio:
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O+ L <4umm)p O -L

Donde L podria ser un receptor transmembranal para hormonas de la MLEC.

Los objetivos de este trabajo fueron: demostrar en la preparacion de Langendorff
de corazon aislado de cobayo si:

Si el flujo coronario que induce un efecto dromotropico positivo (retardo auriculo —
ventricular; retardo A-V) es afectado por la administracion intracoronaria de
Candida glabrata.

Si Candida glabrata se une a O a través de un mecanismo lectinico. Por ejemplo si
sus efectos persisten después de que su administracion a sido terminada debido a
gue permanece unida; es decir no se lava.

Para demostrar que Candida glabrata se une a O via lectina, si sus efectos
persisten en la respuesta inducida por flujo tratar de revertir sus efectos por la
administracion de Manosa, Galactosa, N-Acetilgalactosamina y Acido Hialuronico.
Identificar algunas de las proteinas de sefializacion presentes en la MLEC que se
unen a Candida glabrata. Identificar la presencia de Candida glabrata después de
infundirla y lavarla con solucion fisiologica Krebs-Henseleit por microscopia

electronica en tejido cardiaco.

II. Metodologia

Preparacion de Corazén Aislado.

Cobayos (300 — 400 g de peso corporal) fueron anestesiados intraperitonealmente
con pentobarbital (50 mg/kg) y heparina sodica (500 Ul). El corazén fue removido

y perfundido retrégradamente con solucion fisioldgica Krebs-Henseleit burbujeado
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con una mezcla de 95% 02 y 5% CO2. La frecuencia cardiaca fue mantenida a 4
Hz colocando un par de electrodos en la auricula derecha. Para medir el retardo
A-V un electrodo fue colocado en la auricula y el otro en el ventriculo.

Curvas de flujo coronario (retardo A-V) fueron realizadas a flujos de 4, 5, 6, 8 y 10

ml/min. Cada flujo fue mantenido durante 3 min.

Efectos de Candida glabrata y reversion por O.

Curva control de flujo y su retardo A-V fue determinada. Candida glabrata (CGM35
sir3A, 3.7x103 células/ml) fue infundida durante 5 minutos, seguido de un lavado
de 20 min, el cual es un periodo para eliminar Candida glabrata no unida a la
MLEC. En este punto, una segunda curva de flujo retardo A-V fue realizada.
Posteriormente, se administr6 Manosa o Galactosa o N-acetilgalactosamina (30
mM) o Acido Hialuronico (10 pg/ml) durante 5 minutos, seguido de 5 minutos de

lavado. Una tercera curva de flujo retardo A-V fue realizada

Identificacion de receptores de MLEC unidos a Candida glabrata.

Proteinas de la MLEC fueron extraidas de corazones control. Aproximadamente 4
ml de proteinas de la MLEC (1 mg/ml) fueron disueltas en un medio buffer
(solucion fisiologica Krebs Henseleit) en los cuales 5 ml de solucién con Candida
glabrata fue afiadida (3.7x103 células/ml). La mezcla fue incubada a temperatura
ambiente bajo agitacion suave constante durante 10 min.

La suspensién de Candida glabrata con proteinas de la MLEC fue centrifugada
(5000 rpm, 4°C, 10 min), sedimentandose Candida glabrata unida a proteinas de
la MLEC.
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El sobrenadante se colecto y se nombré “Non Bound Fraction; NBF”.

Pelet de Candida glabrata se le afiadieron 5 ml de solucion fisiologica Krebs
Henseleit conteniendo Manosa, Galactosa, N-Acetilgalactosamina (30 mM de cada
una) y se agito suavemente (5 min, 4°C). Se centrifugo (5000 rpm, 4°C, 10 min), el
sobrenadante fue etiquetado como “Bound Fraction; BF”.

SDS-PAGE fue realizada; se cargaron las proteinas control MLEC (Control), NBF
y BF, seguido de un western blot determinando Receptores (Angiotensina Il tipo 1)
AT1R, (Endotelina 2) ET2R, (Adrenergico) alfa ADR y (Vascular Cell Adhesion
molecule 1) VCAM 1, por quimioluminiscencia.

[ll. Resultados

Efectos de Candida glabrata y su reversion por oligosacaridos.

EL flujo coronario estimula la transmision A-V, Candida glabrata inhibe el efecto
del flujo coronario. Los efectos de Candida glabrata no pueden ser lavados
sugiriendo que esta se une a las proteinas de la MLEC. Concentraciones de
Candida glabrata mayores a 3.7X104 células/ml causan bloqueo completo del
retardo A-V. Manosa y Galactosa revierten los efectos de Candida glabrata. N-

Acetilgalactosamina y Acido Hialuronico no revierten estos efectos.

Interpretacion: Candida glabrata presenta efectos via union lectinica a proteinas
de la MLEC las cuales contienen Manosa y Galactosa. Estos azucares infundidos
desplazan Candida glabarata unida a las proteinas de la MLEC revirtiendo sus

efectos.
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Identificacion de receptores a los que se une Candida glabrata.

Candida glabrata tiene la capacidad de unir receptores AT1l, ET2 y alfa
adrenérgico de la MLEC ademas de unirse a VCAM1. Una vez unida estas
proteinas pueden ser liberadas con la adicion de alta concentracion de manosa,
galactosa y n-acetilgalactosamina. Esto sugiere que la union de Candida glabrata

es de naturaleza lectinica.

Identificacion de Candida glabrata en tejido cardiaco después de su lavado con
solucidn fisioldgica Krebs Henseleit por microscopia electronica.

Candida glabrata permanece en la vasculatura cardiaca aun después de ser
lavada con Krebs Henseleit, lo que muestra que existe una union alta entre la
Candida glabrata y las proteinas de la MLEC, esta union puede ser desplazada

por la adiciébn de manosa.

IV. Conclusion.
Nosotros probamos la hipotesis:
La union de Candida glabrata a O de la MLEC altera el equilibrio:

O+L a =

Alterando la respuesta cardiaca inducida por flujo. Donde L puede ser un receptor
transmembranal hormonal de la MLEC.

Nuestros resultados apoyan la propuesta:

La unién de Candida glabrata a proteinas de la MLEC inhibe la respuesta cardiaca
inducida por flujo. La unién es de tipo lectinico debido a que Candida glabrata es

desplazada por altas concentraciones de manosa.
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Candida glabrata en suspension se une de manera lectinica a proteinas de la
MLEC ya que su unién puede ser desplazada utilizando altas concentraciones de
azucar.

La microscopia electronica muestra que a pesar de ser lavado el tejido cardiaco
durante 20 minutos aun se puede encontrar Candida glabrata unida al vaso
sanguineo. Nosotros proponemos que esta unidn es directamente con el glicocalix
endotelial, el cual no fue tefiido en la imagen. En este trabajo se demostré que el
flujo coronario el cual induce un efecto dromotropico positivo (retardo auriculo —
ventricular; retardo A-V) es afectado por la administracion intracoronaria de
Candida glabrata. También se mostré que el mecanismo en que Candida se une a

O es de tipo lectinico.
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