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RESUMEN
Candida albicans, es el principal agente etiológico de la candidiasis vulvovaginal

(VVC), una enfermedad inflamatoria del tracto genital que afecta a mujeres

inmunocompetentes. En este estudio se evaluó la actividad antifúngica e

inmunomoduladora del péptido LL37-1 en el tratamiento de la VVC. Este péptido es

un derivado de la catelicidina humana LL37, que en estudios previos demostró un

efecto antifúngico promisorio. Determinamos la toxicidad de LL37-1 en fibroblastos

embrionarios murinos L929 y evaluamos su interacción con polimorfonucleares (PMN)

humanos. Además, se analizó el efecto de LL37-1 en el proceso de NETosis mediante

la evaluación de MPO. In vivo se cuantificó la carga fúngica de animales tratados con

el péptido LL37-1, se analizó la presencia de PMN mediante inmunohistoquímica de

células MPO+ y los niveles de citoquinas en el canal vaginal se midieron a través de

ELISA. Demostramos que LL37-1 potencia la capacidad fagocitica, induce la muerte

de levaduras en PMN e inhibe la NETosis. LL37-1 aumenta la viabilidad de PMN y no

es tóxico en células murinas. Los PMN estimulados con LL37-1 aumentaron

significativamente los niveles de IFN-γ. LL37-1 disminuye la carga fúngica en el canal

vaginal, reduce la presencia de células MPO+ y la producción de citoquinas

proinflamatorias, regulando positivamente IL-17A en VVC. Comprobamos que LL37-1

es una alternativa terapéutica promisoria para el tratamiento de la VVC, ya que

disminuye la carga fúngica y mejora la inmunidad innata frente a Candida albicans.
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1. INTRODUCCIÓN
La candidiasis vulvovaginal (VVC) es una enfermedad inflamatoria del tracto genital
causada por hongos del género Candida 1. Tradicionalmente se afirma que el 75% de
las mujeres han padecido un episodio de VVC al menos una vez en sus años fértiles
2-3, dado que los altos niveles de estrógenos favorecen la proliferación de este
microorganismo en la cavidad vaginal 4. Esta enfermedad provoca un costo de $368
millones de dólares en Estados Unidos 5. La evidencia demuestra que el patógeno
oportunista Candida albicans es el principal agente etiológico de estas infecciones,
representando el 95% de los casos de VVC 6. Se estima que 138 millones de mujeres
alrededor del mundo desarrollan candidiasis vulvovaginal recurrente (RVVC) 7, una
manifestación complicada de la enfermedad que se caracteriza por la aparición de 4 o
más episodios de VVC durante un año 8. El prurito vulvar constituye el principal
síntoma de VVC, así como el enrojecimiento, sensación de dolor, ardor, dispareunia y
disuria 9. Las recurrencias suelen ser difíciles de tratar, ya que pueden estar
asociadas a condiciones más serias, como la infección por VIH, neutropenias,
polimorfismos genéticos, diabetes mellitus y la resistencia antifúngica 6. Durante la
fisiopatología de esta enfermedad, C. albicans se adhiere al tejido y produce una
toxina citolítica denominada candidalisina, que ataca las células del revestimiento
epitelial; desencadenando la inmunopatogénesis de la VVC 10. Esta toxina provoca un
mayor reclutamiento de neutrófilos e induce la expresión de citoquinas
proinflamatorias en el canal vaginal 10. La candidalisina promueve la activación de las
vías de señalización NF-κB y MKP1 en las células del epitelio vaginal, dando lugar a
la producción de IL-1α, IL-1β, IL-8, G-CSF, GM-CSF; que son vitales para el
reclutamiento de leucocitos 11. Sin embargo, durante la VVC se produce sulfato de
heparán (HS), un polisacárido que actúa como ligando competitivo del receptor Mac-1
de neutrófilos, impidiendo la fagocitosis de las levaduras de C. albicans y generando
un estado de “anergia” que desencadena un proceso inflamatorio, en el que no se
logra reducir la carga fúngica 12. Por este motivo, es necesaria la búsqueda de
alternativas terapéuticas que no solo se limiten a erradicar el hongo, sino que también
logren controlar el estado inflamatorio.

La catelicidina humana LL37 es un péptido catiónico de 37 aminoácidos producido
principalmente por neutrófilos 13. Este péptido posee una capacidad antimicrobiana
gracias a su naturaleza catiónica, que le permite formar poros toroidales en la
membrana de los microorganismos 14. Así mismo, este péptido posee propiedades
inmunomoduladoras, ya que participa activamente en el reclutamiento de leucocitos
gracias a su interacción con el receptor de proteína formilo tipo 1 (FPRL-1) 15,
potencia la capacidad fagocitica al interactuar con el receptor Mac-1 de neutrófilos y
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monocitos 16, y regula el proceso inflamatorio, al unirse con lipopolisacáridos (LPS),
impidiendo la activación del receptor TLR4 17.

En un estudio previo, se demostró que péptidos derivados de LL37 (AC-1, AC-2, D y
LL37-1) poseen una capacidad antifúngica promisoria a bajas concentraciones,
exhibiendo una actividad antibiopelícula e induciendo la formación de vacuolas
intracitoplasmáticas en C. albicans. Estos péptidos fueron probados en aislamientos
provenientes de pacientes con VVC y RVVC, donde LL37-1 demostró un efecto
destacable en comparación con los demás derivados de LL37 18. Por tanto, en este
estudio se evaluó la actividad antifúngica e inmunomoduladora del péptido LL37-1 en
el tratamiento de la VVC. Nuestros hallazgos demuestran que LL37-1 potencia la
capacidad fagocitica de polimorfonucleares (PMN) e inhibe la liberación de trampas
extracelulares de neutrófilos (NETs), además posee un efecto citoprotector en PMN.
Demostramos que en un modelo murino de VVC, LL37-1 disminuye la carga fúngica y
el infiltrado de neutrófilos, aumentando los niveles de IL-17A, una citoquina
fundamental para una respuesta inmune efectiva en VVC 19. Por tanto, LL37-1 es un
potencial candidato en la búsqueda de alternativas terapéuticas contra la VVC y
RVVC.
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2. ANTECEDENTES
En los últimos años se han estudiado alternativas terapéuticas para tratar la VVC
utilizando péptidos antimicrobianos. Uno de estos péptidos, es la gomesina, obtenido
de la hemolinfa del arácnido Acanthoscurria gomesiana. Este péptido antimicrobiano
resolvió efectivamente la VVC en ratones portadores de VVC e indujo la liberación de
IFN-γ en un modelo de candidiasis diseminada, demostrando un potencial efecto
antifúngico e inmunomodulador 20. Se han utilizado también compuestos con
capacidad antibacteriana, antitumoral y antifúngica como el C7a, un péptido con la
capacidad de frenar el proceso de infección por C. albicans e inhibir la producción de
factores de virulencia como la biopelícula 21. Algunos péptidos ya han sido utilizados
en ensayos clínicos como es el caso del CZEN002 derivado de la hormona
estimulante de melanocitos alfa, el cual se encuentra en fase II mediante ensayos
clínicos que corresponden a la aplicación en pacientes identificando dosis óptima,
frecuencia, administración y seguridad de uso 22.

La catelicidina humana LL37 es un péptido de 37 aminoácidos
(LLGDFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES) con carga neta positiva, el cual
ha demostrado una mayor afinidad por membranas celulares microbianas, por lo que
genera lisis celular mediante la formación de poros toroidales 23, 24, 25 así mismo, se ha
demostrado que LL37 puede evitar la formación de biopelículas en células
planctónicas, inhibiendo la adhesión celular 26. Cabe mencionar que este péptido,
posee actividades inmunomoduladoras en el contexto proinflamatorio, ya que ejerce
una actividad antagonista sobre respuestas mediadas por TNF-α, IL-4 e IL-12 27,28, por
otra parte se ha evaluado que LL37 puede unirse al LPS microbiano, inhibiendo su
unión al receptor TLR4, por lo que disminuye el estado inflamatorio 29. Sin embargo,
se ha demostrado que este péptido es susceptible a carbamilación y a la degradación
por proteasas, afectando su eficiencia y actividad inmunomoduladora 30.

El grupo de investigación REMA en colaboración con la Universidad Nacional de
Colombia diseñaron 4 péptidos análogos al LL37, con una longitud menor al péptido
original, haciéndolos menos susceptibles a carbamilación y degradación por
proteasas. Estos péptidos fueron diseñados en peptide 2.0 y se analizaron mediante
HPLC. Se obtuvo 2 péptidos de 24 aminoácidos: LL37-1
(GRKSAKKIGKRAKRIVQRIKDFLR) y AC-2 (GRKSAKKIGKRAKRIVQRIKDFLR) con
una acetilación en el grupo amino terminal; así mismo se obtuvo un péptido de 23
aminoácidos: AC-1 (RKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLR) y un péptido con 25
aminoácidos ((d-PHE)GRKSAKKIGKRAKRIVQRIKD (dF)LR) 18.
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A comienzos del 2010 se empieza a analizar el papel antifúngico de LL37 en Candida
albicans, demostrando que este péptido no solo inhibe el crecimiento de este hongo,
sino que también afecta su adhesión a medios abióticos 31, 32, por lo que se comenzó a
pensar en este péptido como alternativa terapéutica para procesos infecciosos
provocados por Candida albicans. En el 2022 se realizó un estudio donde se
evaluaron los efectos antifúngicos de péptidos análogos al LL37 in vitro mediante
ensayos de concentración mínima inhibitoria (MIC) en células planctónicas de
Candida y curvas de crecimiento en aislamientos clínicos de distintas especies de
Candida, donde se demostraba que los péptidos LL37-AC2 y LL37-1 poseen un
efecto promisorio para el establecimiento de estrategias terapéuticas 18. Sin embargo,
no hay evidencia de la eficiencia de estos péptidos análogos en un modelo in vivo, por
lo que la interacción de este péptido con el sistema inmune en el contexto
proinflamatorio de VVC no está dilucidado.
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3.5. OBJETIVOS

3.5.1 Objetivo General

Evaluar la actividad antifúngica e inmunomoduladora in vitro e in vivo del péptido

LL37-1 en el tratamiento de la candidiasis vulvovaginal.

3.5.2 Objetivos Específicos

● Determinar la toxicidad del péptido LL37-1 en línea celular de fibroblastos

embrionarios murinos L929.

● Comprobar in vitro la interacción del péptido LL37-1 con PMN humanos en el

proceso de fagocitosis, actividad fungicida y NETosis en la infección por C.

albicans.

● Generar una formulación tópica del péptido LL37-1 para el tratamiento de la

candidiasis vulvovaginal en un modelo murino.

● Analizar las alteraciones tisulares e inflamatorias del tejido vaginal infectado con

C. albicans ATCC 10231 y tratado con LL37-1

● Identificar la capacidad inmunomoduladora in vivo del péptido LL37-1, mediante la

medición de citoquinas proinflamatorias e infiltrado leucocitario
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4. MARCO TEÓRICO
4.1 Género Candida
Las especies del género Candida son microorganismos fúngicos ubicuos
pertenecientes al filo Ascomycota, que residen como comensales en la mucosa oral,
genital y gastrointestinal de diversos organismos; así como en reservorios
ambientales, especialmente en suelos 33. El papel comensal de estos hongos está
mediado por diferentes factores, como la microbiota bacteriana y la presencia de IgA
anti-filamentos e IgG antimicótica, los cuales evitan la patogenicidad de Candida y el
desarrollo de candidemia 34. Sin embargo, estas especies son patógenos
oportunistas, por lo que pueden proliferar, generando manifestaciones clínicas ante
condiciones de inmunosupresión o disbiosis.

4.2 Factores de virulencia
Las especies de Candida poseen factores de virulencia que facilitan el proceso
infeccioso y la colonización de la mucosa. La evidencia demuestra que C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. albicans y C. glabrata presentan perfiles de adhesión variables,
siendo este, uno de los principales factores de virulencia 15, ya que permite la
colonización de superficies abióticas como catéteres e implantes, promoviendo así la
formación de biopelícula 33. C. albicans particularmente posee una familia de
adhesinas codificadas por secuencias similares a aglutininas (ALS) 35, la adhesina
Als3 es la mejor estudiada y se ha comprobado que facilita la invasión de C. albicans
en distintos tejidos 36.

La formación de biopelícula es un factor de virulencia de gran relevancia clínica, ya
que se asocia con una mayor mortalidad en pacientes con candidiasis sistémica y
constituye una de las principales fuentes de infección nosocomial 28. La biopelícula
limita la eficiencia de los antifúngicos convencionalmente usados; gracias a su
compleja composición de levaduras, pseudohifas, hifas y matriz extracelular 29.
Además se ha documentado hallazgos que demuestran que hay una mayor expresión
de bombas de eflujo y un mayor número de células persistentes recalcitrantes en
dichas biopelículas 30. El control transcripcional en la formación de estas estructuras
está regulado por aproximadamente 1000 genes diferentes, dado que este proceso
involucra la interacción entre adhesinas y la matriz extracelular, así como la
regulación de la plasticidad celular 30. Una vez ha madurado la biopelícula, las células
levaduriformes se diseminan y adquieren nutrientes con mayor eficiencia, escapando
fácilmente del tratamiento antifúngico 31. Además, estos hongos pueden cambiar
reversiblemente su morfología para adaptarse a las condiciones del ambiente en
condición de comensal y como mecanismo de evasión inmune en condición de
patógeno, facilitando la invasión 32. La evidencia demuestra que las pseudohifas son
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importantes para la invasión de tejidos, mientras la morfología levaduriforme facilita la
diseminación del hongo 37. Estos hongos presentan 4 tipos de morfología diferentes:
levadura, pseudohifas, hifas verdaderas y clamidosporas 38. Así mismo, se ha
investigado el papel patológico de las células blancas, opacas y grises de C. albicans,
las cuales presentan diferentes morfologías y colores en las colonias macroscópicas
38 y se ha evidenciado resistencia a la fagocitosis de células opacas, las cuales
presentan una morfología alargada 40.

Figura 1: Principales factores de virulencia de Candida albicans. La expresión de bombas de
eflujo en biopelículas fúngicas son vitales para el desarrollo de la resistencia antifúngica (A), la
formación de biopelículas es promovida gracias a la expresión de adhesinas de la familia ALS,
facilitando el proceso de adhesión e invasión de tejidos (B), además el polimorfismo celular se
relaciona con una mayor virulencia y escape inmunitario de Candida albicans (C).

4.3 Candidiasis vulvovaginal (VVC)
Candida albicans es el principal agente etiológico de la candidiasis vulvovaginal
(VVC) 41. La VVC es una vaginitis fúngica que puede propagarse fuera de los labios
menores y labios mayores del conducto vaginal, así como la región intercrural y
perianal 42, esta infección afecta a un número importante de mujeres; los datos
epidemiológicos estiman que entre el 70 a 75% de mujeres en edad fértil tendrán al
menos un episodio de VVC durante su vida, por otra parte, la incidencia de las
especies no-albicans, principalmente C. glabrata corresponde al 10 a 20% de los
casos; sin embargo esta incidencia ha venido aumentado 43. Así mismo, se ha
estimado que aproximadamente el 10% de mujeres con VVC desarrolla candidiasis
vulvovaginal recurrente (RVVC), en donde se llega a manifestar 4 o más episodios de
la enfermedad en un año.
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4.4 Factores de riesgo y síntomas de la VVC
Diferentes factores son los que predisponen la aparición de esta infección, tales como
niveles altos de estrógenos (por terapias de reemplazo de estrógenos para aliviar
síntomas de la menopausia o por consumo de anticonceptivos orales, mujeres en
fase lútea o en embarazo) 44. Así mismo, la microbiota vaginal juega un papel muy
importante en la RVVC, por lo que se ha evidenciado que cambios en la comunidad
de Lactobacilos productores de ácido láctico y peróxido de hidrógeno (H2O2); así
como el desequilibrio de la microbiota puede favorecer la adherencia y proliferación
de Candida en el epitelio vaginal 45. Por otra parte, se ha evidenciado que algunas
deficiencias inmunológicas pueden constituir un factor predisponente, por lo que se ha
visto que mujeres con mutaciones en el receptor TLR2 y en el primer exón de MBL2
desarrollan más fácilmente la patología 46. El prurito vulvar constituye el principal
síntoma de la CVV, así como el enrojecimiento, sensación de dolor, ardor, dispareunia
y disuria 43. Las recurrencias no suelen ser de fácil erradicación, ya que pueden estar
relacionadas a condiciones más serias, como la infección por VIH, neutropenias,
diabetes mellitus, así como la resistencia antifúngica 3. Sin embargo, se ha visto que
en mujeres premenopáusicas hay una mayor afectación en el vestíbulo vaginal y en la
vulva; además de estar muy relacionada la sintomatología con el ciclo menstrual,
debido a que la citolisis inducida por la progesterona libera glucógeno en el tejido
favoreciendo la colonización de Candida. En mujeres postmenopáusicas la afectación
se da principalmente en la ingle y en la vulva 47.

4.5. Inmunopatología de la VVC
El microambiente vaginal cuenta con múltiples mecanismos de protección gracias a la
inmunidad innata y adaptativa del organismo, sin embargo, este componente
inmunológico del tejido vaginal está sujeto a diversos factores, como los niveles
hormonales 32. Una vez la Candida logra adherirse al tejido, produce una proteasa
denominada candidalisina que ataca las células epiteliales, siendo esta una de las
primeras proteínas que desencadenan la inmunopatogénesis de la VVC, ya que está
asociada con un mayor reclutamiento de neutrófilos y expresión de citoquinas
proinflamatorias en el canal vaginal 33. La candidalisina promueve la activación de las
vías de señalización NF-κB y MKP1 en las células del epitelio vaginal, dando lugar a
la producción de IL-1α, IL-1β, IL-8, G-CSF, GM-CSF, que son vitales para el
reclutamiento de leucocitos 48. Sin embargo, en la VVC se lleva a cabo un proceso de
anergia de neutrófilos, en el que se produce un estado inflamatorio que no logra
reducir la carga de Candida en el tejido, ya que niveles altos de sulfato de heparán en
el lumen vaginal impiden la unión de los neutrófilos a la Candida, ya que actúa como
ligando competitivo para Mac-1, produciéndose así un estado inmunopatológico
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crónico 49. Cabe mencionar que la activación del inflamasoma NLRP3 es vital en el
establecimiento de la respuesta inmunitaria anticandida, produciendo citoquinas
proinflamatorias como IL-1β e IL-18 que promueven la activación de células Th17 y
Th1 respectivamente, siendo estas fundamentales para una respuesta inmunitaria
adecuada 50. Una vez activadas las células Th17, producen IL-17, promoviendo una
respuesta inflamatoria efectiva 51. Las mutaciones en el receptor TLR2 ha estado
asociada con una mayor susceptibilidad a RVVC, encontrando una disminución en la
producción de IL-17 e IFN-γ 52. Los neutrófilos poseen la capacidad de liberar trampas
extracelulares (NETs) que atrapan y destruyen los microorganismos 53. Se ha
evidenciado que las pseudohifas de C. albicans inducen la NETosis debido a su
tamaño 54. Poco se sabe del rol de la NETosis en VVC, un estudio reciente demostró
que la presencia de células netóticas dentro de la cavidad vaginal es elevada en
mujeres con VVC 55.

Figura 2: Fisiopatología de la VVC. La candidalisina promueve el infiltrado de neutrófilos
anérgicos a la cavidad vaginal, provocando la invasión progresiva de C. albicans y la disfunción de
la respuesta inmune.

18



4.6.Tratamiento de la VVC
El 90% de los casos de VVC se define como no complicada y su tratamiento consiste
en la utilización de agentes imidazólicos/triazólicos (miconazol, fluconazol,
itraconazol), el mecanismo de acción de estos agentes se da gracias a su interacción
con la enzima fúngica CYP51, inhibiendo la formación de ergosterol 56. Para el
tratamiento de la VVC, los agentes antifúngicos tópicos son ampliamente usados y
resuelven la infección al cabo de 2 días, sin embargo, algunos de estos tratamientos
tópicos pueden causar ardor o comezón 57. La Sociedad Estadounidense de
Enfermedades Infecciosas sugiere el uso de tratamientos orales a corto plazo en
combinación con tratamientos tópicos para evitar los efectos sistémicos y mejorar el
éxito terapéutico 58. La VVC complicada o RVVC corresponde al 10% de los casos y
su tratamiento consiste en un tratamiento de inducción por 10 a 14 días con
aplicación tópica o administración oral de fluconazol a una dosis de 150 mg, y
posteriormente se realiza un tratamiento con 150 mg semanales por 6 meses 59. Sin
embargo, este tratamiento genera efectos secundarios, altos costos y en el 50% de
las pacientes se reporta recurrencia en cuanto finaliza el tratamiento 60. Actualmente
han surgido algunas investigaciones que buscan alternativas terapéuticas para
combatir la candidiasis vulvovaginal experimental utilizando péptidos antimicrobianos,
como por ejemplo, la gomesina obtenida de la hemolinfa de un arácnido 61.
Compuestos con capacidad antibacteriana, antitumoral y antifúngica como el C7a
recientemente descrita su capacidad para frenar el proceso de infección por C.
albicans e inhibir la producción de factores de virulencia como la biopelícula 62.

4.7. Catelicidina humana LL37
La catelicidina humana LL37 es un péptido catiónico de 37 aminoácidos
(LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES) codificado en el cromosoma
3p21.3 63. Inicialmente se sintetiza una pre-proteína denominada hCAP18 que por
escisión proteolítica da lugar a la forma madura de LL 37 64. LL37 posee una
estructura de alfa hélice en condiciones fisiológicas que le permite interactuar con la
membrana de microorganismos gracias a sus propiedades anfipáticas 65. Este péptido
es producido principalmente por neutrófilos, pero también los macrófagos,
queratinocitos, células NK y células epiteliales de la mucosa son capaces de producir
LL37 66.

4.8 Propiedades antifúngicas de LL37
La catelicidina humana LL37 posee una carga neta positiva y residuos hidrofóbicos
que le permite interactuar con la membrana de los microorganismos induciendo la
muerte celular 67. Además, se ha comprobado que este péptido puede interactuar con
la pared y con la membrana de C. albicans inhibiendo su capacidad de adhesión 68,69,
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puede generar vacuolas intracitoplasmáticas en C. albicans 18, facilita la fuga de ATP y
de iones citoplasmáticos 70 y tiene una potente actividad antibiopelícula en C.
albicans, Staphylococcus aureus y Escherichia coli 71.

Figura 3: Rol de LL37 en la inmunidad innata. El péptido LL37 es producido principalmente por
neutrófilos y promueve la quimiotaxis al interactuar con el receptor FPRL-1 y al inducir IL-8 en
monocitos. LL37 mejora la respuesta Th17 y potencia la NETosis, además de sus propiedades
antimicrobianas.

4.9 Propiedades inmunomoduladoras de LL37
LL37 es un péptido vital en la inmunidad innata, se ha comprobado que este péptido
induce la producción de citoquinas antiinflamatorias y proinflamatorias, manteniendo
un equilibrio 72. Se ha demostrado que LL37 tiene un papel vital en el reclutamiento de
células inmunes, potenciando la quimiotaxis gracias a su interacción con el receptor
FPRL1 73, además induce la producción de IL-8 en monocitos, fibroblastos y células
epiteliales, una citoquina vital en la quimiotaxis 74. La catelicidina humana posee la
capacidad de inducir la NETosis, un proceso que consiste en liberar el ADN y
proteínas antimicrobianas de los neutrófilos para formar una trampa extracelular que
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promueve la muerte de microorganismos 75. Además, un estudio previo demostró que
LL37 logra inducir la diferenciación de linfocitos T hacia un fenotipo Th17 en la
mucosa oral murina, detectando altos niveles de IL-17 en presencia de LL37 76.

4.10 Modificaciones estructurales del péptido LL37
La catelicidina humana ha demostrado una actividad anti-Candida promisoria in vitro e

in vivo, por lo que se ha evidenciado que este puede interactuar con la membrana de

la levadura, haciendo que esta pierda su estabilidad, así mismo se ha evidenciado la

formación de vacuolas intracitoplasmáticas 77. Es importante precisar que se ha

rediseñado la estructura del péptido LL37 ya que esta es susceptible a la degradación

por proteasas, por lo que se ha sintetizado 4 péptidos análogos (AC1, AC2, LL37-D y

LL37-1) los cuales poseen una actividad anti-Candida favorable in vitro,

especialmente el péptido LL37-1 18.

Figura 4: Modificaciones estructurales del péptido LL37-1. Se rediseñó por bioinformática la
estructura del péptido LL37 para hacerlo menos susceptible a la degradación por proteasas,
obteniendo 4 péptidos análogos con un alto potencial antifúngico.

4.11 Péptido LL37-1
El péptido LL37-1 es un péptido análogo de la catelicidina humana, que posee 24

aminoácidos (GRKSAKKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES), el cual se sintetiza

mediante el método de síntesis peptídica Fmoc, que permite agregar aminoácido por

aminoácido en una matriz sólida 78. LL37-1 ha demostrado un potencial antifúngico

promisorio, sin embargo, se desconocen sus capacidades inmunomoduladoras y su

citotoxicidad.
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5. METODOLOGÍA
5.1 Diseño Metodológico
Tipo de investigación
Cuantitativa

Alcance
Experimental

Población objeto de estudio
Ratones hembra BALB/c estrogenizadas
de 6 a 8 semanas

Muestra
Candida albicans ATCC 10231

El desarrollo de este trabajo permitió el estudio de la capacidades antifúngicas e
inmunomoduladoras del péptido LL37-1 en el contexto de las infecciones vaginales
causadas por C. albicans. En primera instancia, determinamos los posibles efectos
citotóxicos de LL37-1 en células de mamífero, para ello, utilizamos la línea celular de
fibroblastos embrionarios murinos L929. El estudio de las propiedades
inmunomoduladoras de este péptido, se llevó a cabo en PMN y PBMC aislados de
sangre periférica humana, mediante ensayos de actividad fagocitica, capacidad
fungicida, NETosis y medición de IFN-γ e IL-17A. La actividad antifúngica de LL37-1
se determinó a través de un modelo murino de VVC, el cual permitió evaluar la
efectividad de esta molécula en el control de la infección por medio de conteo de
unidades formadoras de colonia (UFC), inmunohistoquímica, medición del grosor
epitelial, análisis histopatológico y medición de los niveles de citoquinas
antiinflamatorias y proinflamatorias en el canal vaginal de animales tratados y no
tratados. Este trabajo fue realizado gracias a la colaboración conjunta del grupo
REMA de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, el grupo MICROS y el
grupo CREA de la Escuela de Medicina de la Universidad del Rosario, el Instituto
Nacional de Cancerología y la Fundación Universitaria de Ciencias de la Salud FUCS.

5.2 Materiales y métodos
5.2.1 Microorganismo. Se utilizó la cepa de referencia de Candida albicans ATCC
10231, obtenida del Laboratorio del Grupo de Estudios en Microbiología Traslacional y
Enfermedades Emergentes (MICROS) de la Universidad del Rosario, mantenida en
criopreservación a -80°C. 24 a 48 horas antes de realizar los experimentos, las
levaduras se cultivaron en medio agar Sabouraud dextrosa (SDA, Difco, Becton
Dickinson, New Jersey, NJ, USA) a 37°C.

5.2.2 Péptido LL37-1. La secuencia del péptido análogo LL37-1, se diseñó en
estudios previos 18 y corresponde a la secuencia de aminoácidos
(GRKSAKKIGKRAKRIVQRIKDFLR). Este péptido fue sintetizado por peptide 2.0
(Chantilly, CYA, USA), y su pureza (> 95%) fue analizada mediante HPLC y MS.
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5.2.3 Viabilidad de línea celular L929. La línea celular de fibroblastos embrionarios
murinos L929 se sembró en medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
(Gibco, Massachusetts, MA, USA) con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y 1% de
antibiótico penicilina/estreptomicina (Gibco, Massachusetts, MA, USA).
Posteriormente se incubó a 37°C y 5% de CO2, y una vez alcanzada la confluencia
del 90% se recolectaron con tripsina al 0.05% (Gibco, Massachusetts, MA, USA) y se
contaron mediante exclusión con azul de trypan (Sigma Chemicals, St. Louis, MO,
USA). Para el ensayo de viabilidad se utilizaron 7.5x103 células/well en placas de 96
wells (Costar 3595, NY, USA) con medio de cultivo DMEM, 10 % de SFB y 1% de
antibiótico penicilina/estreptomicina durante 24°C a 37°C y 5% de CO2. Transcurrido
el tiempo de incubación, se agregó el péptido antimicrobiano LL37-1 a cada pozo, en
diferentes concentraciones (1.56 μM a 200 μM) y se estableció un grupo control de
células no tratadas. La placa se incubó a 37°C por 24, 48 y 72 horas. Posteriormente
se determinó la viabilidad celular agregando 0.5 mg/ml de MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) - 2,5 - diphenyltetrazolium bromide) (Roche, Mannheim,
Alemania) a cada pozo y se incubó por 4 horas a 37°C. Una vez completada la
incubación, se agregó Dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma Chemicals, St. Louis, MO,
USA). La absorbancia se midió utilizando un espectrofotómetro FC multiscan (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) a longitud de onda de 530 nm. Los
controles y los grupos tratados con el péptido se realizaron por triplicado, haciendo
lecturas a las 24, 48 y 72 horas. El porcentaje de viabilidad celular se determinó
normalizando los datos al control no tratado.

5.2.4 Ensayo de Citotoxicidad. La citotoxicidad celular fue evaluada mediante la
detección de lactato deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante del cultivo celular de
fibroblastos murinos L929. Para este ensayo se utilizó el kit de detección CyQUANTTM

LDH Cytotoxicity Assay (Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR, USA). La siembra y el
tratamiento de las células fue similar al ensayo de MTT, pero utilizando 1.5x103

células/well. Además, se agregó un control de células tratadas con buffer de lisis
(Control de lisis) y un control no tratado. Al finalizar la incubación, se siguió el
protocolo recomendado por el fabricante. La absorbancia se midió a 490 nm y 680
nm. Para hallar el porcentaje de citotoxicidad se normalizaron los valores al control de
lisis. Los controles y los grupos tratados con el péptido fueron realizados por
triplicado, haciendo lecturas a las 24, 48 y 72 horas.

5.2.5 Aislamiento de polimorfonucleares. Se obtuvo 10 ml de sangre de donantes
sanos en tubos con EDTA. Los eritrocitos fueron sedimentados durante 20 minutos a
temperatura ambiente en presencia de 5 ml de dextrano al 6%. El plasma rico en
leucocitos fue extraído y se sometió a separación por gradientes utilizando
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LymphoprepTM (STEMCELL TM technologies, Germany) y centrifugado a 2000 rpm
durante 20 minutos. El sobrenadante fue retirado y el pellet se sometió a choque
hipotónico con buffer de lisis amonio-cloruro-potasio (ACK) (NH4CL 0.15 M, KHCO3

0.01 M y EDTA disódico 0.0001 M) para lisar los hematíes restantes. Las células
obtenidas fueron contadas mediante exclusión con azul de trypan y posteriormente
fueron resuspendidas en RPMI 1640 suplementado con HEPES (Gibco,
Massachusetts, MA, USA) y 10% de SFB.

5.2.6 Actividad fungicida y fagocítica de PMN. En una placa de 96 wells se realizó
un cocultivo de C. albicans ATCC 10231 (5x105 levaduras/pozo) y polimorfonucleares
(PMN) (2.5x105 células/pozo) previamente tratados con péptido LL37-1 a una
concentración de 50µM (IC50 definida mediante ensayo de susceptibilidad antifúngica).
El cocultivo se incubó 1 hora a 37°C y después de la incubación se retiró el
sobrenadante y se agregó 100μL de agua destilada a cada pozo para lisar los PMN y
se midió la viabilidad de las levaduras mediante el protocolo de MTT mencionado
anteriormente. El porcentaje de actividad fungicida se determinó mediante la siguiente
fórmula: 100 - (absorbancia de levaduras / absorbancia de levaduras sin PMN) * 100
79 .

Para la determinación de la actividad fagocitica, se utilizó C. albicans 10231 a un
índice de multiplicidad de infección de 2 (MOI 2) previamente teñida con blanco de
Calcoflúor (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) y se incubó durante 1 hora a 37°C.
Posteriormente se tomaron fotos a 5 campos aleatorios en 10X en el equipo Cytation
3 (Biotek) y se realizó el conteo de células fagociticas (PMN con levaduras azules en
su interior).

5.2.7 Viabilidad celular de PMN. Se sembraron 2.5x105 PMN por pozo en placa de
96 pozos en presencia de LL37-1 a diferentes concentraciones (25 μM a 100 μM) y se
incubó durante 4, 8, 12 y 24 horas a 37°C. Pasada la incubación se agregó 0.5 mg/ml
de MTT a cada pozo y se incubó durante 4 horas a 37°C (Dabirian, Sara, et al, 2013).
Finalizada la incubación se retiró el sobrenadante y se agregó DMSO. La absorbancia
se midió a 530 nm, utilizando un espectrofotómetro FC multiscan.

5.2.8 Estimulación de PMN y NETosis. Se sembraron 2.5x105 PMN en una placa de
24 pozos, previamente recubierta con poly-L-lysine al 0.01% (Sigma Chemicals, St.
Louis, MO, USA). Los PMN fueron estimulados con forbol 12-miristato 13-acetato 100
nm (PMA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), LL37-1 IC50 PMA + LL37-1 o se
infectaron con pseudohifas de C. albicans ATCC 10231 (MOI 1) durante 4 horas.
Pasado este tiempo, se recogieron los sobrenadantes y se almacenaron a -80°C para
la medición de IFN-γ mediante ensayo de ELISA (Opteia, BD), siguiendo las
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recomendaciones del fabricante. Las células fueron fijadas con paraformaldehído
(PFA) al 4% durante 5 minutos a 4°C 80.

5.2.9 Inmunofluorescencia. La inmunotinción de los PMN se realizó según protocolo
previamente descrito 81 con modificaciones. Los PMN fijados se sometieron a
recuperación antigénica con buffer citrato (pH 6) durante 5 minutos a 350W.
Posteriormente, se permeabilizaron con solución de TBS-Tritón al 0.5%. El bloqueo
de los sitios inespecíficos se realizó durante 1 hora con 1% de albúmina bovina (BSA)
y 10% de SFB en TBS-Tritón al 0.2%. Tras el bloqueo, los PMN se incubaron con
anticuerpo primario anti-MPO (1:50, Ab 9535) en solución de bloqueo durante toda la
noche. Al siguiente día, se añadió el anticuerpo secundario IgG anti-rabbit con Alexa
Fluor 546 (1:1000) durante 1 hora. El ADN se tiñó con DAPI (1:1000) por 5 minutos y
la visualización se realizó en el equipo Cytation 3. La NETosis verdadera fue medida
contando en 5 campos aleatorios, el número de células con colocalización de MPO en
el ADN para cada grupo evaluado utilizando el software ImageJ.

5.2.10 Estimulación de células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Se
estableció una monocapa de 2.5x105 células/pozo de PBMC en placa de 24 pozos y
se estimularon con LL37-1 IC50. Se estableció un grupo de células infectadas con
pseudohifas de C. albicans ATCC 10231 y un grupo no infectado, así mismo, se
estimularon PBMC con sobrenadante de PMN estimulados con LL37-1 e infectados o
no infectados con C. albicans ATCC 10231. Tras 24 horas de incubación se
recogieron los sobrenadantes y se midieron los niveles de IFN-γ, TNF-α IL-2, IL-4,
IL-10, IL-17a mediante ensayo ELISA, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

5.2.11 Animales.. Se adquirieron ratones BALB/c hembras (6 a 8 semanas de edad)
provenientes del Bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional de Colombia (sede, Bogotá D.C.). Los ratones estaban bajo
condiciones específicas de ventilación y esterilidad, libres de patógenos. Todos los
procedimientos con animales fueron aprobados por el comité de bioética de la
Universidad Nacional de Colombia (protocolo número CB-FMVZ-UN-039-2021) y se
realizaron de acuerdo con las prácticas definidas por los órganos nacionales e
internacionales para el bienestar animal.

5.2.12 Modelo in vivo de Candidiasis Vulvovaginal. El modelo de candidiasis
vulvovaginal se estableció induciendo el estro en los ratones, con la administración
subcutánea de 0,5 mg/ml de β-Estradiol 17-valerate (Sigma Chemicals, St. Louis, MO,
USA), disuelto en aceite de sésamo (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) 4 días y
1 día antes de la infección vaginal. La infección se realizó por vía intravaginal
inoculando 7.5x105 levaduras de C. albicans ATCC 10231 resuspendidas en 20 μL de
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PBS esterilizado. 24 horas después de la infección se inició el tratamiento con
Miconazol (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) al 1% o 0.1% del péptido análogo
LL37-1 disueltos en crema neutra (10% Wax self-nonionic emulsifier, 2% mineral oil,
5% propylene glycol and 84% distilled water, pH 4.5) por vía intravaginal durante 7
días 20. Al octavo día, los ratones se eutanasiaron mediante la utilización de CO2,
según lo descrito y recomendado por la Asociación Americana de Medicina
Veterinaria en su guía (AVMA Guidelines for the Euthanasia of Animals: 2020 Edition,
American Veterinary Medical Association).

5.2.13 Evaluación de la carga fúngica. La evaluación del efecto antifúngico del

péptido LL37-1 se analizó a través del recuento de unidades formadoras de colonias

(UFCs) del canal vaginal de ratones infectados y tratados o no con el péptido

antimicrobiano LL37-1. El canal vaginal de los ratones infectados se extrajo

asépticamente tras la eutanazia (8 días después de la infección), se pesaron y

homogeneizaron en 1 mL de solución salina tamponada con fosfato (PBS)

esterilizada. El homogeneizado se diluyó 10-1 y un volumen de 100 µL se sembró en

medio Mycosel (Becton, Dickinson and Company; Sparks, NV, USA) suplementado

con penicilina-estreptomicina al 1% Las placas de petri se incubaron por 48 h a 35°C

y se determinaron las UFCs. La eficiencia del tratamiento se evaluó considerando el

número de UFC por gramo de tejido de los animales tratados comparado con el de los

animales infectados no tratados.

5.2.14 Análisis histopatológico. Se seleccionó al azar el canal vaginal de animales

infectados tratados y no tratados con LL37-1 o miconazol para incluir en cassettes de

histología con 10% de formalina tamponada. Posteriormente se incluyó el tejido en

bloques de parafina, para hacer cortes histológicos de 5 micras en un micrótomo

(Microm HM 325, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), las láminas se

procesaron utilizando coloración de hematoxilina y eosina (H&E) para la identificación

de PMN en el tejido y coloración de Periodic Acid-Schiff (PAS) para evaluar el daño

tisular provocado por el péptido y observar las levaduras. Se compararon los grupos

tratados con el grupo control no tratado y un grupo no infectado. Para el recuento de

células inflamatorias, se contaron células con morfología característica (citoplasma

con tonalidad rosada y núcleo lobulado con tonalidad morada) en 5 planos

seleccionados al azar. Para la medición del grosor epitelial se tomaron 5 fotos en

distintos campos y se midió el grosor de la capa epitelial en el software ImageJ.
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5.2.15 Inmunohistoquímica de células MPO + en el canal vaginal. El canal vaginal
de animales infectados tratados y no tratados con LL37-1 o miconazol fue embebido

en parafina (2 a 3 mm) y fijado en paraformaldehído al 4% durante 2h.

Posteriormente, el tejido se seccionó en serie a 8 μm de espesor utilizando un

microtomo para ser montados en portaobjetos de vidrio. Los portaobjetos se

procesaron en el sistema VENTANA BenchMark ULTRA IHC/ISH (Roche, USA) con

las siguientes instrucciones: recuperación de antígeno por 4 min a pH 9, incubación

con anti-MPO durante 8 min y contratinción con hemateina durante 8 min. Los

portaobjetos fueron analizados tomando fotografías aleatorias de 5 campos y

midiendo el área de las células positivas en el software ImageJ.

5.2.16 Medición de citoquinas. El canal vaginal de animales infectados tratados y no

tratados con LL37-1 o miconazol se removió asépticamente y homogeneizó en 1ml

de PBS. El sobrenadante se separó centrifugando el homogenizado a 2000 g por 15

minutos, se pasó por un filtro de 0.22m (Millipore, Bedford, Massachusetts, USA) y se

almacenó a -80°C. Las concentraciones de citocinas IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-4, IL-10 e

IL-17a se evaluaron por medio del ensayo ELISA (Opteia, BD, Becton, Dickinson and

Company; Sparks, NV, USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se utilizó

como control, tejido vaginal de animales infectados no tratados y no infectados.

5.2.17 Análisis estadístico. Los resultados se analizaron utilizando el software
GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Inc., San Diego, CA). Las diferencias en los datos de
viabilidad y citotoxicidad celular en línea L929, % de colocalización de MPO, conteo
de UFC, conteo de células inflamatorias, aumento del grosor epitelial,
inmunohistoquímica de células MPO+ y los niveles de citoquinas se analizaron
mediante análisis de varianza (ANOVA) seguido del post-test de Tukey. Las
diferencias en la viabilidad de PMN fue analizada mediante análisis ANOVA seguido
de post-test de Dunnett. Las diferencias en la capacidad fagocitica y la actividad
fungicida se analizó mediante la prueba t de Student. Los resultados se consideraron
significativos cuando el p < 0,05. Todos los experimentos se realizaron al menos 2
veces.
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6. RESULTADOS
6.1 El péptido LL37-1 posee una baja toxicidad en células L929. Para evaluar la
toxicidad del péptido LL37-1, tratamos células L929 con diferentes dosis de LL37-1.
Posteriormente medimos la viabilidad celular a través de MTT y determinamos la
citotoxicidad midiendo los niveles de LDH liberado por las células tratadas.
Demostramos que el péptido LL37-1 no altera la viabilidad de las células a dosis
inferiores de 100 µM durante 24, 48 y 72 horas (Figura 5, A). Además,evidenciamos
que el péptido LL37-1 no altera la permeabilidad de la membrana plasmática, dado
que los niveles de LDH se mantuvieron al mismo nivel del control no tratado, por lo
que la citotoxicidad de las células tratadas con LL37-1 fue considerablemente baja
(Figura 5, B).

Figura 5. LL37-1 no genera efectos tóxicos en la línea celular murina. La toxicidad del péptido
LL37-1 en células L929 es baja a concentraciones <100 µM (A, B). Las células fueron incubadas
con diferentes concentraciones de LL37-1 durante 24 horas (negro), 48 horas (gris) y 72 horas
(blanco). (A) La viabilidad fue medida colorimétricamente por MTT. (B) La citotoxicidad se
determinó midiendo la actividad de LDH. Se indica el porcentaje de viabilidad y citotoxicidad del
control sin LL37-1 mediante barra y línea de puntos verdes (A,B). Significancia estadística * P
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<0,05, ** P < 0,01, **** P <0,0001, ns (no significance) frente a los controles no tratados, ANOVA
seguido de la prueba Tukey.

6.2 Los PMN estimulados con LL37-1 poseen un mayor potencial antifúngico.
Los neutrófilos han ganado una relevancia importante en la VVC, dado que las
pseudohifas de C. albicans inducen una migración exacerbada de PMN a la cavidad
vaginal, generando un estado inflamatorio crónico 12. La evidencia demuestra que
estos PMN infiltrados no logran reducir la carga fúngica 12. Previamente se ha
demostrado que los PMN aislados de mujeres con RVVC presentan una capacidad
fagocitica y microbicida deteriorada 82. Por tanto, evaluamos la capacidad de LL37-1
para potenciar la capacidad antifúngica de los PMN midiendo la fagocitosis in vitro de
estas células tras el estímulo con LL37-1. Sorprendemente encontramos un aumento
significativo de levaduras fagocitadas en los PMN tratados con LL37-1, demostrando
que este péptido potencia la capacidad fagocitica de estas células (Figura 6, A).
Además, evaluamos la eficacia de la fagocitosis mediante la medición colorimétrica de
la viabilidad de C. albicans tras el cocultivo con PMN tratados con LL37-1 a través de
MTT, demostrando que la fagocitosis de los PMN estimulados con este péptido es
eficiente, dado que logra matar considerablemente mejor las levaduras en
comparación con los PMN sin estímulo (Figura 6, B). Evaluamos también los efectos
de este péptido sobre la viabilidad de PMN humanos mediante MTT durante 8, 12 y
24 horas, demostrando que este péptido aumenta la viabilidad de las células a
concentraciones de 100 µM (Figura 7).

Figura 6. LL37-1 potencia la capacidad antifúngica de PMN humanos. PMN previamente
tratados o no tratados con LL37-1 IC50 se co-incubaron con C. albicans ATCC 10231 durante 1
hora y se midió la capacidad fagocitica y fungicida (B,C). (A) La actividad fagocítica se expresa
como células fagociticas (PMN gris con levadura azul en su interior) por campo. Significancia
estadística ** P 0,0063 por estudio t test de dos colas no pareadas. (B) La capacidad fungicida se
evaluó midiendo colorimétricamente la viabilidad de las levaduras con y sin PMN tratados o no
tratados. Significancia estadística * P 0,0494 por two-tailed dos colas no pareadas t test.
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Figura 7. LL37-1 ejerce un efecto citoprotector en PMN humanos. La viabilidad de los PMN
tratados a diferentes concentraciones de LL37-1 se evaluó mediante MTT en 8,12 y 24 horas.
Significancia estadística ** P < 0,0065 frente al control no tratado en cada tiempo evaluado.
ANOVA seguido de prueba Dunnett.

6.3 LL37-1 inhibe la NETosis en neutrófilos humanos e induce IFN-γ. Los
neutrófilos poseen la capacidad de liberar trampas extracelulares (NETs) que atrapan
y destruyen los microorganismos 53. Se ha evidenciado que las pseudohifas de C.
albicans inducen la NETosis debido a su tamaño 54. Poco se sabe del rol de la
NETosis en VVC, sin embargo, un estudio reciente demostró que la presencia de
células netóticas dentro de la cavidad vaginal es elevada en mujeres con VVC 55.
Además, se ha relacionado la NETosis con una mayor citotoxicidad para células
adyacentes, provocando lesiones tisulares 83. En este estudio evaluamos el rol de
LL37-1 en el proceso de NETosis, cuantificando las células netóticas a través de
inmunofluorescencia de mieloperoxidasa (MPO), una proteína que se libera al espacio
extracelular durante la NETosis junto al ADN 53. Descubrimos que LL37-1 a diferencia
de la catelicidina humana, inhibe la formación de trampas extracelulares frente al
estímulo con PMA y en la infección por C. albicans, ya que disminuye
significativamente el número de células con colocalización de MPO con respecto a los
controles sin LL37-1 (Figura 8, A y B). Curiosamente encontramos que los neutrófilos
infectados con C. albicans y tratados con LL37-1 logran fagocitar las pseudohifas sin
inducir la NETosis. En este contexto, medimos también los niveles de IFN-γ en el
sobrenadante de las células estimuladas, ya que desde hace varios años se ha
demostrado que IFN-γ estimula la fagocitosis de C. albicans y potencia la capacidad
microbicida de PMN y macrofagos 84,85. En este estudio demostramos que los PMN
tratados con LL37-1 producen niveles más altos de IFN-γ con respecto a los PMN no
tratados (Figura 8, C).
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Figura 8: LL37-1 inhibe la NETosis en neutrófilos humanos. Se estimularon neutrófilos
humanos con PMA o pseudohifas de C. albicans 10231, cada grupo tratado con LL37-1, utilizando
un control sin LL37-1 (A,B,C). La inmunotinción de MPO y DNA revela que hay una disminución
de las células netóticas en los grupos tratados con LL37-1 (A,B). (A) En el grupo infectado con C.
albicans se observa una pseudohifa dentro de la trampa extracelular del neutrófilo no tratado con
LL37-1. En los neutrófilos infectados y tratados con el péptido, se evidencia que las células son
capaces de envolver las pseudohifas, pero sin llevarse a cabo la colocalización de MPO. (B) Se
contaron células con colocalización de MPO en 3 campos aleatorios y se encontró que LL37-1
disminuye significativamente la presencia de estas células en los grupos evaluados. Significancia
estadística **** P <0,0001 frente a los controles sin LL37-1, ANOVA seguido de la prueba Tukey.
(C) Los niveles de IFN-γ se midieron a través de ELISA y se demostró que LL37-1 aumenta los
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niveles de esta citoquina en los 3 grupos evaluados. Significancia estadística *** P 0,0004 frente al
control respectivo no tratado. ANOVA seguido de prueba Tukey.

6.4. LL37-1 regula positivamente IL-71A e IFN-γ en PBMC humanos. La IL-17A es
vital para el establecimiento de una respuesta protectora frente a C. albicans en la
VVC (Pietrella, Donatella et al, 2011). Un estudio revela que los polimorfismos
genéticos en el receptor TLR2 aumenta la susceptibilidad a RVVC, por tanto, los
PBMCs de estas pacientes son ineficientes en la producción de IL-17A e IFN-γ
(Rosentul, Diana C et al, 2014). Nosotros evaluamos la regulación de estas dos
citoquinas mediada por LL37-1 en PBMCs infectados o no infectados con C. albicans,
además tratamos estas células con medio condicionado de PMNs (CM) tratados con
LL37-1. Evidenciamos que LL37-1 perse no logra regular la producción de IL-17A en
PBMCs (Figura 9, A), sin embargo, en los PBMCs tratados con CM de PMN
infectados con C. albicans se detectaron niveles más altos de IL-17A en comparación
con el CM de PMN no infectados (Figura 9, B), esto sugiere que los PMN infectados
con C. albicans y tratados con LL37-1 son capaces de producir sustancias solubles
que inducen la producción de IL-17A en PBMCs. Por otra parte, demostramos que
LL37-1 induce la producción de IFN-γ en PBMCs infectados o no infectados con C.
albicans (Figura 9, C), en cambio el CM de los PMN no logró este efecto (Figura 9,
D).

Figura 9. LL37-1 regula positivamente IL-71A e IFN-γ en PBMC humanos. Los PBMCs
aislados de sangre periférica previamente tratados o no tratados con LL37-1 se infectaron o no se
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infectaron con C. albicans 10231. Tras 24 horas de incubación, se recogió el sobrenadante del
cultivo para medir IL-17A e IFN-γ mediante ELISA (A,C). Se sembraron PMNs tratados o no
tratados con LL37-1 e infectados o no infectados con C.albicans 10231 y se recogió el
sobrenadante, denominado medio condicionado (CM) no tratado y CM tratado con LL37-1 IC50, El
CM se agregó a PBMCs y se incubaron 24 horas, finalmente se recogió el sobrenadante y se
midió IL-17A e IFN-γ mediante ELISA (B,D). * P < 0,05 frente al respectivo control no tratado,
ANOVA seguido de prueba Tukey.

6.5. LL37-1 resuelve la VVC en un modelo murino. Se inocularon 7.5X105

levaduras de C. albicans ATCC 10231 en la cavidad vaginal de ratones BALB/c
previamente estrogenizados. Después de 24 horas de la inoculación, se trataron los
animales con una preparación tópica de LL37-1 al 0.1% o Miconazol al 1% durante 7
días cada 24 horas. Finalizado el tratamiento, se eutanasiaron los animales y se
extrajo el canal vaginal para ser macerado y sembrado en agar Mycosel para realizar
el conteo de UFC. Nuestro análisis histológico demuestra una fuerte infiltración de
células inflamatorias en la cavidad vaginal con VVC no tratada, sin embargo,
demostramos que LL37-1 disminuye eficazmente la presencia de estas células en
comparación con el canal vaginal de ratones no tratados o tratados con Miconazol
(Figura 10, A y B). Por otra parte, evidenciamos una disminución significativa de UFC
en el grupo tratado con la preparación tópica de LL37-1 al 0.1% y con Miconazol al
1% (Figura 10, C). Estudio previos han demostrado que durante la VVC se induce
grosor del epitelio vaginal significativo, en este estudio evidenciamos que a pesar de
que LL37-1 logra reducir la carga fúngica y la presencia de células inflamatorias, no
logra reducir el grosor epitelial en comparación del tratamiento con Miconazol, por lo
que vale la pena analizar la interacción de este péptido con células epiteliales para
entender mejor este comportamiento (Figura 10, D).
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Figura 10. LL37-1 resuelve la VVC en un modelo murino. Se observó el tejido vaginal a 40X
con coloración de hematoxilina y eosina (H&E) y coloración de PAS. (A) Se evidencia presencia
de células inflamatorias en tinción H&E (flechas blancas) e hifas de C. albicans 10231 (flechas
negras) en tinción de PAS. (B) La presencia de células inflamatorias en el canal vaginal se
cuantificó en 5 campos aleatorios en 20X y se expresó en número de células inflamatorias/campo,
encontrando que LL37-1 disminuye significativamente el infiltrado de células con respecto a VVC.
Significancia estadística * P 0,0271, **** P < 0,0001 frente a VVC, ∧ P < 0,0001 frente a VVC +
Miconazol. ANOVA seguido de prueba Tukey. (C) El conteo de UFC demuestra que el tratamiento
con miconazol al 1% (VVC + Miconazol) y con LL37-1 al 0.1% (VVC + LL37-1) reduce
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significativamente la carga fúngica con respecto al control infectado no tratado (VVC).
Significancia estadística **** P < 0,0001 frente al control no tratado. ANOVA seguido de prueba
Tukey. (D) El grosor epitelial fue medido en ImageJ y se normalizó al control no infectado como un
0% para evaluar el aumento del grosor epitelial en VVC, VVC + LL37-1 y VVC + Miconazol,
encontrando que LL37-1 no disminuye el grosor epitelial con respecto a VVC. Significancia
estadística ** P 0,0019 frente a VVC, ANOVA seguido de la prueba Tukey.

6.6 LL37-1 modula el estado inflamatorio en VVC. El estado inflamatorio del canal
vaginal en la infección por C. albicans se evaluó mediante el conteo de células MPO+
en la cavidad vaginal (Figura 11) y la medición de citoquinas proinflamatorias (IFN-γ,
TNF, IL-2, IL-17A) y antiinflamatorias (IL-4 e IL-10) (Figura 11). La presencia de
neutrófilos se verificó por medio de inmunohistoquímica tiñendo células MPO+, para
ello, se procesaron los tejidos en en el sistema automatizado VENTANA BenchMark
ULTRA IHC/ISH y se cuantificó el área de células MPO+. Nuestros hallazgos se
correlacionan con el conteo de células inflamatorias, confirmando que LL37-1
disminuye de manera significativa la presencia de neutrófilos dentro de la cavidad
vaginal (Figura 11).

Figura 11. LL37-1 regula la presencia de células MPO+. Se realizó tinción de
inmunohistoquímica utilizando anticuerpo anti-MPO para verificar la presencia de neutrófilos en el
tejido vaginal y se observó a 40X. Se evidencia que LL37-1 disminuye la presencia de células
MPO+ significativamente con respecto a VVC. Significancia estadística *** P 0,0004 frente a VVC,
∧ P 0,0089 frente a VVC + miconazol, ANOVA seguido de la prueba Tukey.

Demostramos que Miconazol y LL37-1 logran resolver la infección y el estado
inflamatorio, por tanto, la presencia de citoquinas proinflamatorias disminuye
significativamente con respecto al control no tratado. Cabe mencionar que LL37-1 no
logra inducir la producción de citoquinas antiinflamatorias, sin embargo, a diferencia
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de Miconazol, logra aumentar significativamente los niveles de IL-17A, una citoquina
vital en la protección frente a C. albicans 19 (Figura 12).

Figura 12. LL37-1 regula positivamente IL-17A en VVC. Los niveles de citoquinas en el canal
vaginal de ratones con VVC no tratados (puntos negros), tratados con miconazol (puntos rojos) o
LL37-1 al 0.1% (puntos azules) y no infectados (puntos verdes) se detectaron mediante ELISA. * P <
0.05, ** P < 0,01, *** P 0,0004, **** P < 0,0001 frente al control infectado no tratado (VVC). ANOVA
seguido de prueba Tukey.
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7. DISCUSIÓN
A pesar de la disponibilidad comercial de antifúngicos orales y tópicos para la VVC,

esta patología continúa siendo altamente frecuente a nivel mundial.

Preocupantemente los casos de RVVC van cada día en aumento 7, haciendo que el

tratamiento de esta enfermedad continúe enfrentando desafíos 86. Previamente hemos

reportado una alta resistencia a los antifúngicos convencionalmente usados en cepas

de C. albicans aisladas de mujeres portadoras de RVVC 18. Sin embargo, la

resistencia antifúngica es solo uno de los retos que enfrenta el tratamiento de esta

patología, dado que en los últimos años se ha reportado que deficiencias en la

respuesta inmune dificultan el éxito terapéutico. Curiosamente esta patología afecta a

mujeres inmunocompetentes 87 por lo que la investigación de esta enfermedad cada

día se centra más en las interacciones de Candida albicans con el sistema inmune 6.

Esto hace que sea importante la búsqueda de alternativas terapéuticas que no solo se

limiten a erradicar este microorganismo, sino que también logren tratar el estado

inflamatorio del tejido vaginal infectado. Dentro de este contexto, hemos caracterizado

previamente la capacidad antifúngica del péptido LL37-1, demostrando que este

péptido posee un potencial antifúngico promisorio, inhibiendo la proliferación de cepas

aisladas de VVC y RVVC altamente resistentes a los azoles 18. Este péptido análogo

de la catelicidina humana LL37 está amidado en la posición C-terminal, por lo que

posee una mayor actividad biológica, siendo resistente a la degradación por

exoproteasas de C. albicans 88. En este estudio demostramos que LL37-1 no genera

efectos tóxicos en células murinas ni en tejido vaginal, por lo que este péptido es un

potencial candidato terapéutico para tratar la VVC y RVVC, sin embargo, nuestros

hallazgos deben ser verificados en células humanas (Figura 5).

Estudios recientes han demostrado que durante la VVC hay un proceso inflamatorio

caracterizado por el infiltrado exacerbado de neutrófilos en la cavidad vaginal, sin

embargo, se ha evidenciado que estos neutrófilos no son funcionales 12. Esto ha

generado controversia, dado que algunos estudios han reportado que la presencia de

sulfato de heparán (HS) inhibe la fagocitosis debido a su interacción con el receptor

Mac-1 89, sin embargo, se ha demostrado también que la presencia de estrógenos

promueve la disfunción de los neutrófilos 90, además, un estudio reciente demostró

que los neutrófilos aislados de sangre periférica de mujeres con RVVC poseen una

37



capacidad fagocitica deteriorada 82. Por su parte, la catelicidina humana LL37, posee

funciones inmunomoduladoras 72, promoviendo la quimiotaxis de neutrófilos y

macrófagos 91, potenciando la fagocitosis 92 e induciendo la NETosis 93. Cabe destacar

que a este péptido se le ha atribuido una capacidad antiinflamatoria al interactuar con

los lipopolisacáridos bacterianos (LPS), impidiendo que se desencadene una

respuesta proinflamatoria 94. Por esta razón, evaluamos la interacción del péptido

LL37-1 con PMN aislados de sangre periférica y nuestros hallazgos fueron

sorprendentes, dado que a pesar de ser un péptido más corto que la catelicidina

humana, LL37-1 potenció significativamente la fagocitosis y muerte de las levaduras

de C. albicans en PMN (Figura 6). Nuestro hallazgo sugiere que durante la VVC, el

péptido LL37-1 puede evitar la anergia de los neutrófilos y hacerlos funcionales frente

a la infección. Curiosamente un estudio previo reportó que distintas regiones de la

catelicidina LL37 pueden interactuar con el receptor Mac-1 de las celulas fagociticas,

potenciando la fagocitosis 16, cabe mencionar que LL37-1 conserva varios

aminoácidos de la catelicidina humana que le permiten interactuar con Mac-1, lo cual

podría explicar nuestros hallazgos. Evidenciamos también que el péptido LL37-1 no

altera la viabilidad de los PMN humanos y de hecho, a concentraciones de 100 µM

aumenta significativamente la viabilidad de estas células. Esto sugiere que LL37-1

puede ejercer un efecto citoprotector sobre los PMN, haciéndolos más resistentes a la

citólisis mediada por pseudohifas de C. albicans (Figura 6, C).

El papel de la NETosis en la VVC ha sido poco estudiado, se sabe que las

pseudohifas de C. albicans descancendan el proceso de NETosis y se ha demostrado

que mujeres portadoras de VVC poseen un número elevado de células netóticas en la

cavidad vaginal, sin embargo también se ha reportado que la deficiencia en la

capacidad de formar trampas extracelulares está atribuida a una mayor

susceptibilidad de desarrollar VVC y RVVC 95. Cabe mencionar que diversos estudios

han relacionado la NETosis con un mayor daño tisular 83. Por otra parte, la catelicidina

humana LL37, es liberada al espacio extracelular especialmente durante la NETosis y

potencia la formación de trampas extracelulares 96. Sin embargo, contrario a lo

esperado, el péptido análogo LL37-1 redujo significativamente la capacidad de formar

NETosis, manteniendo la morfología de las células cuando se expusieron a PMA o se

infectaron con pseudohifas de C. albicans (Figura 7, A y B). Sorprendemente los
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neutrófilos infectados y tratados con LL37-1 lograron fagocitar mejor las pseudohifas

de este microorganismo, elevando los niveles de IFN-γ (Figura 7, C), una citoquina

que potencia la capacidad fagocitica de los PMN 84. Es importante precisar que se ha

observado bajos niveles de IFN-γ en mujeres portadoras de RVVC 97.

La evaluación de la dinámica del péptido LL37-1 en el modelo in vivo de VVC es

fundamental en este estudio. Nuestros hallazgos demuestran que la formulación

tópica de LL37-1 durante 7 días de aplicación, logra resolver efectivamente la

infección al igual que el miconazol (Figura 8). Este hallazgo sugiere que la capacidad

antifúngica del péptido previamente reportada 18 se mantiene estable en el organismo

y no se ve afectada tras la formulación tópica. A comparación del miconazol, el

péptido LL37-1 disminuye significativamente el infiltrado de neutrófilos en la cavidad

vaginal (Figura 8). Esto comprueba que LL37-1 mejora las funciones de los

neutrófilos in vivo, provocando un menor reclutamiento de neutrófilos y la resolución

de la infección. Nuestro análisis histopatológico revela que LL37-1 no induce daños

tisulares adversos, sin embargo, tras la medición del grosor epitelial evidenciamos

que este péptido no logra una reducción significativa del grosor del epitelio vaginal

con respecto al control no tratado, por tanto, pretendemos estudiar a futuro las

interacciones de LL37-1 con células del epitelio vaginal durante la infección por

C.albicans.

El papel de la respuesta Th17 durante la VVC ha sido controversial desde hace varios

años, ya que algunos estudios confirman que la baja presencia de células Th17 en la

cavidad vaginal se relaciona con una capacidad deficiente del sistema inmune para

resolver la VVC 98. Otros estudios han demostrado que la respuesta Th17 se relaciona

con un mayor reclutamiento de neutrófilos 99, sin embargo, recientemente un estudio

en ratones knockout para los mediadores de la IL-17 (IL-17RA-/-, IL-22-/- e

IL-23p19-/-) no presentaron cambios en la carga fúngica ni en el infiltrado de

neutrófilos con respecto a los ratones wild-type 100. Sin embargo, a pesar de esta

controversia, evaluamos la modulación in vivo de la respuesta Th17 mediada por

LL37-1, puesto que se ha demostrado que la catelicidina humana induce una

respuesta Th17 y una elevación de la citoquina IL-17A 101, encontrando que LL37-1

aumenta significativamente los niveles de IL-17A en la cavidad vaginal con respecto a
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los ratones sin tratamiento o tratados con miconazol. Es importante precisar que la

medición de citoquinas proinflamatorias (IFN-γ, TNF, IL-2, IL-17A) y antiinflamatorias

(IL-4 e IL-10) se mantienen bajas en ratones tratados con miconazol y LL37-1, esto se

debe a la pronta resolución de la infección con estos tratamientos.

Este estudio demostró que el péptido LL37-1 resuelve la infección y adicionalmente

mejora el estado inflamatorio, reduciendo la presencia de neutrófilos en la cavidad

vaginal. Esto se correlaciona con nuestros hallazgos in vitro, donde LL37-1 mejoró

considerablemente la capacidad fagocitica y potenció la actividad microbicida de los

PMN, inhibiendo la NETosis y regulando positivamente la producción de IFN-γ.

Curiosamente in vivo no observamos una modulación en los niveles de IFN-γ, sin

embargo, esto puede deberse a la pronta resolución de la infección, por lo que a

futuro evaluaremos la cinética de IFN-γ in vivo. LL37-1 demostró ser un candidato

promisorio para tratar las infecciones vaginales causadas por C. albicans. Nuestro

estudio abre las puertas al estudio de formulaciones terapéuticas que erradiquen el

hongo mientras mejoran la respuesta inmune.

Figura 13: LL 37-1 es un potente candidato para tratar la VVC. La VVC se caracteriza por generar
un estado inflamatorio grave que no es capaz de resolver la infección, dado el estado de anergia de los
PMN. LL 37-1 logra mejorar el estado inflamatorio, erradicando al hongo gracias a su capacidad
antimicrobiana y puede potenciar las capacidades antifúngicas de los PMN, haciéndolos funcionales y
desencadenando una respuesta protectora de tipo Th17.
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8. CONCLUSIONES

La VVC es una enfermedad multifactorial poco estudiada y comprendida a pesar
de ser la infección fúngica más frecuente. La evidencia demuestra que las
deficiencias inmunológicas cumplen un papel importante en la patogenia de esta
enfermedad. Por tanto, la VVC no debe ser entendida como una infección fúngica
solamente, dado que la VVC es la suma de factores fisiopatológicos que van
desde el estado de la microbiota a mutaciones genéticas esenciales para el
establecimiento de una respuesta inmune efectiva.

Muy pocos estudios han dirigido la búsqueda de alternativas terapéuticas hacia
una terapia que logre interrumpir la interacción de C. albicans con el huésped. Por
tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antifúngica e
inmunomoduladora de LL37-1 durante la VVC. Nuestros resultados fueron
sorprendentes, dado que demostramos que este péptido no solo posee la
capacidad de formar poros en la membrana de este hongo, sino que también,
provoca que la respuesta inmune sea más eficiente a la hora de erradicar este
patógeno.

Este estudio abre las puertas a nuevas posibilidades, que permitirán entender el
tratamiento de esta patología desde un nuevo enfoque. Sin embargo, queda un
largo camino por recorrer, ya que estos experimentos deben ser probados en PMN
y PBMC de mujeres portadoras de VVC y RVVC para evaluar el efecto de LL37-1
en células enfermas. En este sentido, nuestros hallazgos resultan prometedores
dado que el efecto de este péptido sobre las capacidades antifúngicas de la
inmunidad innata in vitro e in vivo fueron significativas. Además, nuestros ensayos
in vitro trazan una camino que guiará los análisis futuros.

En este sentido, el péptido LL 37-1 ha demostrado ser un potencial candidato para
tratar la VVC y RVCC, dada su baja toxicidad, su bajo costo y la facilidad para ser
aplicado a través de cremas y duchas vaginales, además, de su fuerte capacidad
antimicrobiana e inmunomoduladora. El camino para la búsqueda de alternativas
terapéuticas racionales para tratar esta patología multifactorial, apenas comienza.
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