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INTRODUCCION
TAXONOMIA Y GENERALIDADES DE Candida parapsilosis

El género Candida pertenece al reino de los hongos o reino “Fungi”. Se clasifica
taxonomicamente dentro del phylum Ascomicota, orden Saccharomycetales
perteneciendo a la familia Saccharomycetaceae. Comprende células vegetativas con
gemacion multilateral, carentes de reproduccion sexual y capaces de formar pseudohifas

o verdadero micelio.

VN
VN
i
B e

Figura 1.1. Taxonomia de Candida parapsilosis

Dentro del género Candida estan incluidas unas 200 especies cuya caracteristica
principal es la ausencia de cualquier forma reproductiva sexual. Tras errores en la
ubicacion taxondmica que se solucionaron con la aplicacion de técnicas moleculares
basadas principalmente en el andlisis de fragmentos representativos de 4cidos nucleicos,
Barns y colaboradores propusieron en 1991 el arbol evolutivo de las especies patogenas

del género Candiday sus parientes mas cercanos.

Estos estudios permitieron concluir que C. parapsilosis estaba relacionada con el

grupo de C. albicans, englobandose actualmente en el Clado de Candida. El hongo
3
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patogeno C. parapsilosis, se aisld por primera vez en Puerto Rico, a partir de las heces
de un paciente con diarrea. En 1928 fue descrita por Ashford como una especie del
género Monilia que no fermentaba maltosa, siendo denominada Monilia parapsilosis
para distinguirla de M. psilosis, aislada mas frecuentemente y que hoy se conoce como
C. albicans [1]. Se proponen tres especies distintas: C. parapsilosis, C. orthopsilosis y
C. metapsilosis y aunque actualmente la distincion entre ellas no es totalmente precisa,

en conjunto son responsables de la mayoria de las enfermedades clinicas registradas [2].

Esta levadura tiene un tamafio que oscila entre 2,5-4 x 2,5-9 um y presenta formas
ovales, redondas o cilindricas, siendo sus colonias macroscopicas blancas, cremosas y
con aspecto brillante. La morfologia externa de las colonias puede ser lisa o rugosa. Se
han descrito cuatro morfotipos distintos: forma crepe, concéntrica, lisa y crater [3]
(Figura 1.2). El fenotipo de las colonias est4 ligado a la morfologia de la levadura: el
fenotipo crepe y concéntrico corresponde principalmente a pseudohifas, mientras que el

fenotipo crater y liso estd formado por células levaduriformes [3, 4].

Figura 1.2. Diferentes morfologias coloniales obtenidas a partir de un aislado clinico
de C. parapsilosis. A) Morfologia en forma de crepe. B) Colonia con forma concéntrica.
C) Colonia con forma lisa. D) Colonia con forma de crater [3].

La morfologia levaduriforme denominada blastoconidio o blastosporas esta formada
por células que se reproducen asexualmente mediante gemaciéon multilateral
correspondiendo a la fase unicelular del hongo. Cuando la yema alcanza su tamafio
optimo, se produce la division celular, permaneciendo una huella de quitina en el lugar
de gemacion. Las pseudohifas estan formadas por células que permanecen unidas a la
madre después de dividirse, dando como resultado agrupaciones de células alargadas

unidas, con apariencia de falso micelio.

Hasta la fecha, no hay un registro de verdaderas hifas formadas por C. parapsilosis

(estructura miceliar). Estimulos ambientales que inducen estrés, tales como: temperatura
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elevada, presencia de suero, estados de ayuno, altos niveles de CO> y bajos niveles de

O: en el hospedador, influyen en la transicion morfologica [4].

Figura 1.3. Micrografias correspondientes a los distintos tipos morfol6gicos
presentes en C. parapsilosis. En la micrografia (1) se muestran células levaduriformes o
blastoconidios (flecha negra) y células divididas asexualmente por gemacion (flecha
roja). En la micrografia (2) se muestran pseudohifas (flecha amarilla). La observacion
microscopica se realizo por contraste interferencial de Nomarski (100x).

Aunque los inductores exactos del paso de estructuras levaduriformes a pseudohifas
no estan claros, si que conocemos que el cambio estd relacionado con un grupo
especifico de aminoacidos, en concreto citrulina, que produce cambios en la morfologia
de la célula. Durante la transicion del crecimiento de levadura a filamento (célula
especifica de pseudohifa), proteinas superficiales y adhesinas aparecen en la capa
externa de la pared celular de la célula individual en fase de alargamiento [5]. C.
parapsilosis se encuentra presente como organismo comensal en tejidos epiteliales y
mucosas de los seres humanos, pero no es patégeno obligado del hombre. Ha sido
aislado en fuentes no humanas, tales como animales domésticos, insectos, barro y

ambientes marinos [6,7].



DISTRIBUCION POR ESPECIES DE AISLADOS CLIiNICOS DE Candida
SEGUN ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

DISTRIBUCION A NIVEL MUNDIAL

Aunque C. albicans sigue siendo la especie con mayor incidencia clinica dentro de
su género, responsable de infecciones tanto superficiales como sistémicas en humanos,
otro grupo de levaduras oportunistas dentro de este género y que se denominan especies
“no-albicans” (NCA) representan hoy en dia una parte muy importante de las
candidiasis registradas en todo el mundo. Dentro de este grupo, las més representativas
son: C. parapsilosis, C. orthopsilosis, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. krusei y C.
glabrata [8).

La principal fuente de infeccion por Candida sp. suele ser enddgena, es decir, previa
colonizacidn en la piel o mucosas de dicha levadura, aunque también puede transmitirse
a través de material quirurgico infectado, a través de las manos y manipulacion del
personal sanitario o desde otros pacientes [9]. Las candidiasis se pueden dividir en tres
grupos: cutdnea (piel y sus apéndices), mucosa (orofaringea, esofagica, vulvovaginal) y
sistémica (infecciones del torrente sanguineo, es decir, candidemias y otras formas de
candidiasis invasiva). Actualmente representan la cuarta causa de infecciones
nosocomiales (10%); la mortalidad debido a candidiasis sistémicas sigue creciendo,

desde un 15% a un 35% dependiendo de las especies de Candida.

Segun datos de programas multinacionales de vigilancia como SENTRY (Antifungal

surveillance program; [sentry-mvp.jmilabs.com) y ARTEMIS (Global antifungal

surveillance program; |https//www.ncib.nlm.nih.gov), determinadas especies ‘“no

Candida albicans” fueron responsables del 10-40% de todas las candidiasis sistémicas
de 1970 a 1990, aumentando esta proporcion del 35-65% en las dos décadas del siglo
XXI. Un reciente analisis que comprende los ultimos diez afos de la distribucion
mundial de estas especies, indico que C. glabrata sigue siendo la mas comun, mientras
que C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei son frecuentemente aisladas. Existe una
variacion geografica significativa en la frecuencia de las “especies no albicans o
NACs”. Entre dichas especies NAC comunmente aisladas, C. parapsilosis es a menudo
la segunda o tercera prevalente, dependiendo del grupo de pacientes, asi como de las

regiones geograficas. Se recopilaron datos a partir de estudios multicéntricos-


https://sentry-mvp.jmilabs.com/
https/www.ncib.nlm.nih.gov

multihospitalarios nacionales de epidemiologia de Candida realizados durante la ultima
década en cada continente. Estos informes se realizaron desde 2009 hasta principios de
2018. Si estos estudios no eran factibles, se reunian estudios regionales recogidos sobre
datos epidemiologicos de 2000 a 2015. Aunque C. albicans se mantiene como la
principal causa de candidiasis invasiva en todo el mundo, C. parapsilosis es la segunda
especie comunmente mas aislada en el sur de Europa, algunas regiones de Asia y

América latina.

Tabla 1.1. Conclusiones de elaboracion propia a partir de datos obtenidos en un estudio
multicéntrico-multihospitalario dénde se muestra la prevalencia clinica de Candida
parapsilosis a nivel mundial [4].

AREA PREVALENCIA DE Candida parapsilosis
SUR EUROPA, REGIONES ASIA, AMERICA Segunda especie mas aislada
LATINA
EUROPA MEDITERRANEA: GRECIA, Representa un 20-25 % de los brotes

PORTUGAL, ITALIA y ESPANA

Responsable del 46 % de candidiasis en adultos
SERBIA tras C. albicans

Segunda especie mas comun, seguida de cerca por
CENTRO EUROPA Y ESCANDINAVIA C. glabrala

Representa el 16,5 % de infecciones en el torrente
AUSTRALIA sanguineo

En China y Japon es la segunda especie de
ASIA Candida mas identificada.
En cambio, en la India es la tercera

AMERICA DEL NORTE C. glabrata y C. parapsilosis tienen similar
incidencia de candidiasis invasiva

) A veces supera a infecciones por C. a/bicans en
AMERICA LATINA Colombia y Venezuela.

Es la segunda mas comun. Representa el 35 % en
SUDAFRICA el sector publico y el 50% en el sector privado
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DISTRIBUCION A NIVEL DE ESPANA

Con respecto a Espafia, varios estudios prospectivos multicéntricos que pertenecen al
proyecto Fungemyca, fueron realizados en los afios 2009-2010 para evaluar la
epidemiologia de los casos de fungemia detectados en 44 hospitales de todo el pais,
atribuibles a especies del género Candida. Los datos concluyeron que C. albicans fue la
principal especie aislada (44,71%) siendo, C. parapsilosis (29,13%) la especie “no
Candida albicans “(NCA) mas comln , a diferencia de otros paises donde es C. glabrata
(11,5%) (Figura 1.4) [10].

M C.albicans

W C.parapsilosis
m C. glabrata

B C.tropicalis

m C.krusei

m C.lusitaniae

otras especies hongos

Figura 1.4. Distribucion de las especies de Candidaen Espafia segln datos obtenidos
de estudios multicéntricos [11].

Desde la década de 1990, se ha detectado un aumento considerable tanto de las
candidiasis sistémicas invasivas observadas en ambientes hospitalarios como de las
candidemias diseminadas a través del torrente circulatorio, siendo un grave problema de
salud debido tanto a sus elevadas tasas de morbilidad y mortalidad, como a la frecuencia
con la que se han registrado en los ultimos afios, especialmente importante para las

especies “NCA”.



FACTORES DE RIESGO

Determinadas enfermedades invasivas, como las infecciones producidas en el caso de
C. albicans, estan precedidas por una etapa de colonizacion sobre los tejidos del
hospedador. Por ello, se ha propuesto una transmision vertical de la misma, que
generalmente se realiza de madre a hijo en el momento del nacimiento [1]. Por el
contrario, en el caso de C. parapsilosis, la enfermedad invasiva puede ocurrir sin que
haya un primer paso colonizador. La transmision tiene lugar por via horizontal, a través
de poblaciones coetaneas mediante contaminacion de fuentes externas, como aparatos
médicos, contagio por fluidos, manos y manipulacion del personal sanitario y de los

trabajadores, dispositivos clinicos como catéteres, protesis y otros [1].

La prevalencia de C. parapsilosis esta aumentando a un ritmo alarmante en el entorno
hospitalario. La poblacioén con riesgo de infeccion por esta levadura incluye individuos
inmunodeprimidos, caso de pacientes con cancer, SIDA, los sometidos a alguna cirugia
abdominal y, sobre todo, neonatos prematuros de bajo peso al nacer. La candidiasis

neonatal causada por C. parapsilosis se ha difundido ampliamente en todo el mundo [4].

Los primeros informes asociaron la aparicion de C. parapsilosis a pacientes con
endocarditis dependientes de estupefacientes intravenosos. M4és recientemente, esta
especie ha surgido como un importante patdégeno nosocomial, con manifestaciones
clinicas como fungemia, endocarditis, endoftalmitis, artritis y peritonitis. Todas estas
patologias suelen producirse en asociacion con procedimientos o dispositivos protésicos
[12]. Los brotes infecciosos por C. parapsilosis también han sido causados por la
contaminacion de soluciones de hiperalimentacion, habitualmente empleadas en
hospitales como alimentacion parenteral, dispositivos de control de presion intravascular
y solucion de irrigacion oftalmica. Estudios experimentales han demostrado que C.
parapsilosis es menos virulenta que C. albicans o C. tropicalis. Sin embargo su creciente
aparicion en entornos nosocomiales se debe a que su presencia también se extiende a la
colonizacion frecuente de la piel, particularmente el espacio sublingual, asi como a la
capacidad de proliferar en soluciones que contienen glucosa, con aumento resultante de la

adherencia a los materiales sintéticos [12].



FACTORESDE VIRULENCIA

Aunque la informacion disponible sobre los factores de virulencia desarrollados por

C. parapsilosis no son todavia suficientes, a continuacion se describen brevemente los

analizados como mas importantes [ 1].

Adhesion: es el primer paso para la colonizacion de los microorganismos a la
superficie de las células hospedadoras. Los receptores moleculares fingicos
implicados en este proceso se denominan adhesinas y se expresan en la
superficie del hongo.

Cuando C. parapsilosis se adhiere, produce una biopelicula que sirve para
conformar una estructura compleja donde estan sumidas levaduras y pseudohifas
formando una bicapa [4].

Estas biopeliculas se desarrollan tanto en superficies naturales del hospedador
como en dispositivos médicos tipo implantes, catéteres, valvulas cardiacas,
lentes, etc., convirtiéndose en un gran foco de diseminacion [ 1,13].

Secrecion de enzimas: las enzimas secretadas extracelularmente por los
patdgenos flngicos constituyen posibles dianas de accion para ciertos
inhibidores sintéticos de gran interés clinico. Dentro de estas enzimas podemos
destacar: proteasas que favorecen la adhesion e invasion del hongo y debilitan el
sistema inmunitario del hospedador; lipasas que catalizan la hidrolisis de
triglicéridos y fosfolipasas que hidrolizan uniones éster de los fosfoglicéridos
provocando inestabilidad de la membrana plasmatica. Aunque en C. parapsilosis

todavia no estd muy claro su papel en cuanto a la virulencia se refiere.

ANTIFUNGICOS DE APLICACION EN TERAPIA CLINICA

Las candidemias y candidiasis invasivas son una importante causa de infeccion

nosocomial, cuya incidencia no para de crecer, debido al aumento de pacientes

inmunodeprimidos [ 14]. El aumento de cepas fungicas altamente resistentes junto con la

disponibilidad més limitada de terapias antiflingicas seguras y eficaces, si comparamos

con sus equivalentes anti-bacterianas, asi como sus importantes efectos secundarios en

los pacientes, complica la aplicacion con plenas garantias de estos tratamientos



antifungicos. Una razon fundamental se debe a que hongos y levaduras son organismos
eucariotas y por tanto comparten rutas metabolicas y moléculas importantes con células
de mamiferos. Esta homologia retrasa el desarrollo de nuevos farmacos que nos
permitan combatir estas enfermedades. En la busqueda del antifungico perfecto es
fundamental aplicar el principio de Toxicidad Selectiva, es decir, disponer del
compuesto que afecta negativamente de forma selectiva al desarrollo del hongo,
causando efectos dafiinos minimos en el paciente [15]. El efecto tdxico sobre las células

puede ser de dos tipos:

e Accion fungistatica: el compuesto impide el crecimiento celular y la expansion
del patégeno por el cuerpo, y asi el sistema inmunitario se encarga de erradicar
la infeccion.

e Accion fungicida: es el propio medicamento el que mata directamente al
microorganismo patdogeno, produciendo la lisis de las células y deteniendo la

colonizacién del hospedador.

Ambos efectos no son excluyentes y se pueden dar con el mismo producto,
dependiendo de la concentracion utilizada o la via de aplicacion del mismo. Asi,
algunos farmacos seran fungistaticos a bajas concentraciones y fungicidas a altas dosis
[16,17]. Actualmente, algunos de los antifingicos que mas se utilizan en clinica tienen
como diana el contenido de ergosterol, el principal esterol presente en la membrana de
los hongos (polienos), otros como las equinocandinas, actiian sobre la biosintesis del B-
1,3-glucano, componente principal de la pared fangica. Mientras, los azoles se unen a

enzimas que intervienen en la ruta de sintesis del ergosterol (Figura 1.5].



[Capitulo 1]

EQUINOCANDINAS AZOLES

5-FLUOROCITOSINA

POLIENOS
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SETSESE Pared celular W Membrana plasmatica
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Figura 1.5. Dianas celulares de los principales antifungicos eficaces contra las
especies del género Candida, incluyendo C. parapsilosis. A. Las equinocandinas afectan
a la pared celular inhibiendo la sintesis del complejo enzimatico B 1,3-glucano sintasa,
situado en la cara interna de la membrana plasmatica. B. Los azoles inhiben ciertas
enzimas implicadas en la sintesis del ergosterol. C. Los polienos se unen al ergosterol de
membrana alterando su permeabilidad selectiva. D. La flucitosina actia en el ntcleo
inhibiendo la sintesis de ADN y ARN. Imagen adaptada de Maubon éf a/. [17].

En los siguientes epigrafes, se presenta una breve descripcion de los principales

grupos de antifingicos utilizados en clinica:
POLIENOS

Son moléculas naturales sintetizadas a partir de diferentes especies del género
Streptomyces. La molécula contiene un anillo macrédlido de 40 atomos de carbono
cerrado por una lactona. Este anillo estd organizado en dos regiones, una contiene
numerosos dobles enlaces, mientras la otra mantiene un grupo hidroxilo unido a cada
carbono. Esta estructura le otorga caracter de molécula anfipatica, presentando una parte
hidrofilica y otra hidrofobica. Posee también un aminoazucar, la micosamina, unida en

el carbono 19 y con un grupo carboxilo enlazado al carbono 16 [16].
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Figura 1.6. Estructura general de los antifingicos poliénicos. Destaca el anillo
macrolido esencial que constituye la mayor parte de la estructura, la lactona que cierra el
anillo, asi como el aminoaziicar, micosamina, unida al carbono 19 y el extremo carboxilo
unido al carbono 16.

El mecanismo de accioén de los polienos reside en su union especifica al ergosterol,
esterol esencial de la membrana plasmatica en hongos, andlogo al colesterol en células
animales. Esta unidon provoca alteraciones en la permeabilidad de la membrana, con
formacion de poros que lleva a inducir apoptosis en las células fungicas, provocada por
un estrés oxidativo, debido a la pérdida de agua y electrolitos esenciales [18,19]. Dentro

de este grupo, los antifingicos mas importantes son los siguientes:
e Anfotericina B

La Anfotericina B presenta una importante toxicidad en humanos: fiebre, dafios
renales y hepéticos, ya que su region hidrofobica tiene gran afinidad por el colesterol
presente en las membranas de mamiferos. Esto provoca una baja toxicidad selectiva con
efectos secundarios en el higado y en el rindn. Sin embargo, y a pesar de su temprana
introduccion en clinica, a comienzos de 1950, apenas se han descrito casos de
resistencia frente a Anfotericina B [20]. Gracias a las nuevas formulaciones
liposomales, sigue siendo el antifiungico mas utilizado debido a la disminucion de sus

efectos secundarios y a la gran efectividad contra las micosis sistémicas [16,21].

Al ser administrada y después de anclarse a la membrana plasmatica, los dominios
hidrofilicos de las moléculas de Anfotericina B quedan rodeados por un entorno
hidrofobico, tendiendo a agruparse formando orificios o poros hidrofilicos en la

membrana celular.

13
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Figura 1.7. Estructura de la anfotericina B, donde se resalta la region hidréfila y la
region hidrofobica del anillo macroélido.

La generacion de estos poros altera la permeabilidad de la membrana, favoreciendo
la entrada de protones y la salida de iones, asi como de macromoléculas de vital
importancia para la célula como son azucares o proteinas. Esta descompensacion idnica
provoca que la célula se enfrente a un elevado estrés osmdtico interno que finalmente

puede desencadenar la lisis celular [16,19,22.23].

Se ha indicado previamente que la afinidad parcial de la Anfotericina B para unirse
al colesterol, esterol mayoritario de la membrana en células animales y humanas, es un
grave factor limitante a la hora de su administracion, ya que puede generar ciertos
efectos secundarios de diversa seriedad sobre oOrganos esenciales [16,19,22]. En
consecuencia, se han realizado intensas investigaciones para obtener nuevos derivados,
o bien diversas formas conjugadas de Anfotericina B que, sin limitar su capacidad
antifingica, consigan amortiguar o suprimir los efectos secundarios causados a los

pacientes [16,22].
Entre estas formulaciones podemos encontrar:

- Anfotericina B desoxicolato. Por ser insoluble en agua (debido a su parte
hidrofobica), resulta imposible una perfusion intravenosa de Anfotericina B, ya que el
90% del plasma es agua. Para poder emplear esta via de administracion se utiliza una

nueva formulacion, donde el farmaco esta liofilizado y mezclado con desoxicolato. Al

14



hidratarse, forma una suspension coloidal que facilita la administracion intravenosa. Sin
embargo, el inconveniente del método es la persistencia de los efectos adversos que
ocasiona el principio activo en el paciente [16,18,22].

- Anfotericina B complejo lipidico. En este caso, se realiza una disolucion de
Anfotericina B con L-a-dimiristofosfatidilcolina y L-a-dimiristofosfatidilglicerol, dos
lipidos de cadena larga que forman un complejo con el antifingico, facilitando su
infusion intravenosa. Esta formula reduce parcialmente la actividad fungicida de la
Anfotericina B con respecto al complejo con desoxicolato, ya que la concentracion
sérica es menor. Sin embargo, la nefrotoxicidad disminuye considerablemente,
permitiendo la aplicacion de mayores dosis y un mejor control de los efectos
secundarios [16,18,22].

- Anfotericina B liposomica. En esta formulacion, la Anfotericina B se intercala
entre vesiculas liposomales. Un liposoma consiste en una doble membrana lipidica
formada por fosfolipidos de cadena larga junto al colesterol, que confiere estabilizacion
a la doble membrana. Como los fosfolipidos son moléculas anfipaticas, los liposomas
presentan regiones lipofilas e hidrofilas, lo que facilita el transporte de moléculas con un
fuerte carécter hidrofobo por la sangre. La region hidrofoba de la Anfotericina B se
intercala en la doble membrana lipidica uniéndose al colesterol, siendo transportada por
la sangre unida al liposoma. Cuando se encuentra con una célula fingica, la
Anfotericina B se disocia del colesterol liposomal y se une al ergosterol presente en la
membrana, debido a que posee una mayor afinidad por este esterol que por el colesterol
[16,18,22.23]. Entre todas, ésta ha sido la estrategia de mas éxito, reduciendo al minimo
la nefrotoxicidad ligada a la administracion de Anfotericina B. Ademads, permite
mantener estable su actividad antifungica, por lo que puede aumentarse la dosis
administrada y realizar tratamientos mas prolongados, consiguiendo un mayor control
de la infeccion y una reduccion notable los efectos secundarios [16,18,22.23]. Su
estructura es muy parecida a la Anfotericina B. La diferencia bésica entre ambos reside
en el numero de dobles enlaces en la region hidréfoba asi como la disposicion de los
grupos hidroxilos en la region hidréfila [16]. Aunque su modo de accion es idéntico al
de Anfotericina B, la nistatina no puede atravesar la piel y las mucosas, por lo que s6lo

se puede utilizar a nivel topico, limitando su rango de accidon a micosis superficiales.



Figura 1.8. Estructura quimica de la nistatina. Este antifungico también pertenece a la
familia de los polienos.

EQUINOCANDINAS

Es el grupo de antifingicos mas reciente en cuanto a implantacion clinica se refiere.
Su estructura molecular es muy compleja, presentando un nucleo peptidico ciclico y una
cadena lateral formada por una cola hidrofébica cuya longitud y composicién varia
dependiendo de la equinocandina especifica. Son de naturaleza semisintética, obtenidos
a partir de diferentes microorganismos y modificados de forma posterior en el

laboratorio, por introduccion de diversos radicales [24].

El modo de accion de las equinocandinas se basa en la inhibicion de la sintesis de la
pared fungica. En concreto, inhiben la actividad enzimatica (1,3)-B-D-glucano sintasa
de manera no competitiva (la union del farmaco no modifica la afinidad que presenta la
enzima por el sustrato, debido a que el lugar de unién no coincide con el centro
catalitico de la enzima). Esta enzima estd implicada en la sintesis de los polimeros de -
(1,3)-D-glucano. Dichos polimeros mantienen la rigidez e integridad osmotica de la
pared celular fingica [24, 25]. La inhibicion de la sintesis de f-(1,3)-D-glucano provoca
la pérdida de dicha integridad y la célula se enfrenta a un fuerte estrés osmotico,

llegando incluso a provocar lisis celular [26, 27].

El hecho de actuar sobre la (1,3)-f-D-glucano sintasa como enzima diana, implica
que las equinocandinas puedan ser menos toxicas respecto a otros antifingicos. Esto es
debido a que las células humanas carecen de pared externa y, por tanto, esta enzima no

esta presente en nuestros tejidos [25].
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A bajas concentraciones actian como fungistaticos, ya que las levaduras no pueden
reorganizar la pared en su presencia, pero a altas concentraciones desarrollan actividad
fungicida y pueden inestabilizar la estructura de la pared hasta causar lisis celular

[19,24]. Las equinocandinas mas importantes son:

e (aspofungina: fue la primera comercializada. Se administra por via intravenosa
y provoca trastornos hepaticos y renales mucho mas elevados que el resto de las

equinocandinas.

CH3 CH3

Figura 1.9. Estructura molecular de la caspofungina [24].

e Micafungina: derivado semisintético, cuya via principal de administracion es
por inyeccion intravenosa. Presenta una nefrotoxicidad menor respecto a los

tratamientos con Caspofungina. Es la que se ha utilizado en esta Memoria.

Figura 1.10. Estructura molecular de la Micafungina [24].
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e Anidulafungina: es un derivado semisintético del nicleo de la equinocandina B,
con una cola hidrofébica formando una cabeza terfenilo, que contiene tres
anillos bencénicos unidos en posicion para y cinco atomos de carbono
(Figura 1.11). Su mecanismo de accidén es similar al resto de equinocandinas,
con la diferencia de que la Anidulafungina es insoluble en agua, por lo que su
utilizacion requiere la resuspension previa con etanol y agua para facilitar su
administracion por via intravenosa. Parece presentar una menor toxicidad a nivel
hepéatico que la Caspofungina, por lo que junto con la Micafungina, estan en

proceso de investigacion para mejorar su implantacion terapéutica [24].
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Figura 1.11. Estructura molecular de la Anidulafungina [24].
AZOLES

Se trata de un grupo de antifingicos sintéticos con actividad antifingica y con un
amplio espectro de actividad. Junto con la Anfotericina B son actualmente los mas
usados como tratamiento contra micosis sistémicas diseminadas. Su estructura
molecular estd basada en anillos aromaticos derivados del imidazol, con atomos de
nitrogeno formando parte de ellos. En funcion del nimero de atomos de nitrogeno, se

clasifican en dos grupos:

e Azoles de primera generacion: presentan dos nitrégenos en su estructura
(Miconazol, Clotrimazol y Ketoconazol).
= Ketoconazol: ha sido histdricamente el mas utilizado, ya que presenta

un amplio espectro de accion. Sin embargo, tiene efectos sobre las

18



[Capitulo 1]

hormanas gonadales (testosterona) y la sintesis de androgenos.
Actualmente estd siendo sustituido por Itraconazol o Fluconazol.
Incorpora dos atomos de cloro en la molecular.

e Azoles de segunda generacion: Incorporan tres nitrogenos en su estructura

(Fluconazol, Itraconazol, Posaconazol, Ravuconazol).

[traconazol: De estructura compleja (Figura 1.12), Tiene un amplio espectro de accion
antifingica y es muy usado. Se administra por via oral, presenta menor afinidad por el
citocromo P450 de las células de mamiferos, reduciendo sus efectos adversos. Es un
claro sustituto del Ketoconazol. Se desaconseja en casos de insuficiencia cardiaca.

N
L
CHs3 N
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O
OO0~
| N N N ‘o) O
- s 4 cl
H

Figura 1.12. Estructura molecular del lItraconazol.

Fluconazol: por su rapida asimilacion y baja toxicidad, es actualmente el mas utilizado

para tratar micosis en pacientes inmunodeprimidos (Figura 1.13).

H
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Figura 1.13. Estructura molecular de Fluconazol.

De uso muy frecuente empieza a ocasionar la aparicion de resistencias. Sus efectos

adversos son escasos, pero se han descrito aumento de las transamisasas y aparicion de
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exantemas cutdneos. Otras moléculas azodlicas en fase de investigacion y aplicacion
clinica: Voriconazol (derivado del Fluconazol), Ravuconazol, y Posaconazol (derivado
del Itraconazol). Todos los miembros de esta familia comparten un mecanismo de
accion idéntico. Consiste en la inhibicién de la enzima Lanosterol 14a-desmetilasa que
cataliza la conversion especifica de lanosterol en ergosterol y utiliza como cofactor el
citocromo P450, viéndose afectada la sintesis de ergosterol.

Esta sustancia es predominante en la membrana celular de los hongos. Como
consecuencia, las células sufren una pérdida de fluidez y permeabilidad de la
membrana, que se vuelve osmoéticamente inestable, frenando el crecimiento celular. Asi
mismo, la acumulacién de lanosterol, intermediario que genera elevada toxicidad, puede

desencadenar la muerte celular [19].

OTROS ANTIFUNGICOS

Podemos destacar varios compuestos con potencial uso clinico, aunque no siempre se
conocen con claridad sus mecanismos de accion. Estos compuestos han pasado sus
correspondientes tests de toxicidad previos y obligados, siendo eficaces para tratar
infecciones micoticas. Los compuestos més importantes son, entre otros: Fluorocitosina,

Griseofulvina, Terbinafinas, Ciclopirox y Sordarinas.
POSIBLE DIANA ANTIFUNGICA: TREHALOSA

Debido a la creciente prevalencia de infecciones micoéticas, a las resistencias
desarrolladas por los antifungicos y a los graves efectos secundarios que producen
algunos de ellos, es necesaria la busqueda de nuevos antifungicos que sean mas seguros
y potentes. Las nuevas investigaciones estdn dirigidas hacia moléculas que estén
presentes exclusivamente en las células fungicas. Esta aproximacion resulta dificil
porque son células eucariotas al igual que las células de mamiferos y, por lo tanto,

comparten gran parte de rutas metabolicas y moléculas esenciales.

Nuestro grupo ha propuesto que una de estas potenciales dianas antifngicas podria
ser la molécula de trehalosa, un disacarido con multiples funciones dentro de los hongos
y que estd ausente en las células de mamiferos. Las vias metabolicas de biosintesis e
hidrdlisis de trehalosa han sido previamente analizadas [28-31]. Es importante resefiar

que la biosintesis de trehalosa no es operativa en mamiferos [29], posibilitando que se



cumpla el principio resefiado de toxicidad selectiva en la busqueda de nuevos farmacos.
En esta Memoria hemos planteado investigar la ruta que implica la hidrélisis de
trehalosa en C. parapsilosis, mediante el analisis de mutantes carentes especificamente

de las dos enzimas involucradas en la hidrélisis del compuesto.

La trehalosa es un disacarido no reductor formado por dos moléculas de glucosa
unidas por enlace glucosidico tipo a: 1-1 (Figura 1.14), descrita por Wiggers por
primera vez en 1832, como un azucar desconocido presente en el cornezuelo del
centeno. Posteriormente a este azdicar se le denomind trehalosa por el quimico
Berthelot. Est4 presente en bacterias, arqueas, hongos, invertebrados y plantas. Ademas,

es el principal azticar en la hemolinfa de insectos en estado criptobionte [32, 33].

SCH;OH

Figura 1.14. Estructura molecular del disacarido no reductor trehalosa.

Uno de sus papeles fisiologicos mds relevantes es la proteccion celular frente a
diversos tipos de estrés nutritivo y ambiental, como choques térmicos y osmoticos,
exposicion oxidante y otras condiciones desfavorables, como la brusca interrupcion de
nutrientes esenciales. En células reproductoras o de resistencia incrementa la estabilidad
celular para combatir altas temperaturas o estados de congelacion o desecacion. En
levaduras y hongos filamentosos también es utilizada como fuente de carbono y de

energia [32-35].

La importancia de la trehalosa como protector de la integridad celular ante distintos
tipos de estrés, llevo a plantear la hipotesis de considerar los elementos implicados en el
metabolismo del disacarido como potenciales dianas antifingicas. Las evidencias
bioquimicas y genéticas obtenidas con mutantes deficientes en la biosintesis de

trehalosa en Candida albicans daban solidez a esta idea. Es preciso considerar que, en



cierto modo, los antibidticos actian como agentes externos inductores de estrés, que

provocan toxicidad celular [32, 36-38].

BIOSINTESISE HIDROLISIS DE TREHALOSA

La biosintesis de la trehalosa tiene lugar en el citosol en dos etapas consecutivas: en
una primera etapa (Figura 1.15) se produce la transferencia de D-glucosa desde uridina
difosfoglucosa (UDP-glucosa) a glucosa-6-fosfato para producir trehalosa-6-fosfato. En
la segunda etapa (Figura 1.16) se produce la desfosforilacién de trehalosa-6-fosfato

dando lugar a trehalosa libre, que presenta actividad bioldgica.

Las enzimas que participan en la movilizaciéon de trehalosa se clasifican en dos
grupos, atendiendo a parametros cataliticos, localizacion subcelular y mecanismos de
regulacion. Son las denominadas trehalasas acidas y trehalasas neutras. La trehalasa
neutra (Ntclp o citosélica) juega un papel primordial en la degradacion de la trehalosa
endogena, acumulada en el citosol. Este proceso ocurre cuando células en reposo
reanudan el crecimiento exponencial o después de la recuperacion de un estrés

ambiental, como puede ser un choque térmico u osmotico.
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Figura 1.15. Primera etapa de la biosintesis de trehalosa (trehalosa sintasa).
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Figura 1.16. Segunda etapa de la biosintesis de trehalosa (trehalosa fosforilasa).

La hidrolisis de la trehalosa (Figura 1.17) es catalizada por a-glucosidasas
especificas denominadas trehalasas, que generan dos moléculas de glucosa por molécula

de trehalosa [32,39].
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Figura 1.17. Hidrdlisis de trehalosa (trehalasa).

Tiene un Optimo de actividad a pH neutro y estd controlada por fosforilacion
reversible mediada por proteinas quinasas dependientes de AMPc [40]. La trehalasa
acida (Atclp o externa), se encuentra localizada en la pared celular y se encarga de
hidrolizar la trehalosa exdgena. Su actividad maxima ocurre a pH acido y esta sujeta a
represion catabolica por glucosa [40]. En Saccharomyces cerevisiae, pero no en otras
levaduras, la actividad acida aumenta en fase estacionaria, cuando se estd acumulando
trehalosa endogena. Sin embargo, la actividad neutra aumenta en cultivos exponenciales

y disminuye en fase estacionaria [32,40,41].

La trehalosa posee una serie de propiedades exclusivas muy utiles en investigacion.
Son moléculas con alto grado de hidrofilicidad y estabilidad quimica, que forman
cristales no higroscopicos y que carecen de puentes de hidrogeno internos. Presentan un
elevado grado de estabilidad en medio 4cido y un punto de ebullicion muy alto [32,42].
Estas caracteristicas son responsables de que este disacdrido sea uno de los principales

mecanismos de defensa frente a diferentes formas de estrés [29,32].

Por otra parte, estas propiedades fisicoquimicas otorgan a la trehalosa una gran
aplicacion biotecnoldgica utilizandose como aditivo alimentario para conservar las
caracteristicas organolépticas de frutas y vegetales manteniendo las propiedades y la
estabilidad de complejos macromoleculares. En cosmética es utilizada para eliminar
malos olores emitidos por la piel humana; como profilactico se emplea en la
preservacion de tejidos y organos, alimentos, enzimas, vacunas, células, etc. A nivel
fisiologico, la trehalosa también esta involucrada en la regulacion del metabolismo del
carbono, la ruta de las pentosas fosfato y la fotosintesis, asi como en varias etapas del

desarrollo de las plantas, como la formacion de los embriones o la floracion [29,39.43].



Debido al aumento de casos de micosis hospitalarias en los ultimos afios y a los
problemas causados por los antifiingicos utilizados hasta ahora, tales como: los efectos
secundarios en los pacientes obligado a la baja toxicidad selectiva, la interaccién con
otros farmacos, el gasto econdomico y la resistencia a antibidticos, entre otros, se buscan
alternativas seguras y con alta eficacia para combatir este problema prioritario por parte

de los sistemas sanitarios.

Teniendo en cuenta la experiencia previa de este grupo de investigacion, el objetivo
principal de esta Memoria de Tesis Doctoral ha sido proseguir el analisis del
metabolismo de la trehalosa como potencial diana antiflingica con aplicacion clinica.
La aproximacion experimental consistid en utilizar la levadura patdogena emergente
Candida parapsilosis, midiendo su sensibilidad frente a antifingicos de aplicacion
clinica, en paralelo con la del mutante homocigético nulo (atcIA/ntcIA) KO (Nou®),
construido mediante manipulaciéon genética. Dicho mutante carece de las dos

actividades trehalasa funcionales.

Se han establecido varias etapas para verificar este objetivo general, que se pueden

desglosar en los siguientes apartados:

e Estudiar la susceptibilidad de la cepa parental y del mutante atc/A/ntcIA frente a
concentraciones definidas de estos compuestos: Anfotericina B (0,25 y 1,0 pug/ml),
Micafungina (0,50 y 1,0 ug/ml), Fluconazol (1,0 ug/ml) e Itraconazol (0,3 ug/ml).

e Comprobar si la generacion de un estrés oxidativo intracelular participa en el
mecanismo defensivo de C. parapsilosis frente a los antifngicos probados.

e Analizar la acumulacion de trehalosa como indicador de respuesta antifungica

protectora en C. parapsilosis.



MATERIALES
Cepas de Candida parapsilosis y condiciones de mantenimiento

Se utilizaron las cepas de C. parapsilosis caracterizadas genotipicamente y
conservadas en glicerol a -80° C al 50% (v/v) (Tabla 3.1). A partir de dichas cepas se
realizaron subcultivos en YPD a 28°C que luego fueron mantenidos a 4°C hasta su uso

en el laboratorio.

Tabla 3.1. Cepas de Candida parapsilosis empleadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Referencia
AM2001/0013 ATC/ATC1, NTC1/NTC1 [23]
atc1A/ntc1A KO (Nou ) Aatcl:: FRT/Aatcl::FRT [31]

Antcl::FRT/Antcl::FRT

La cepa AM2001/0013 es un aislado clinico procedente de la cavidad oral y se toma
como cepa silvestre de Candida parapsilosis [23]. atc1A4 es un mutante homocigotico de
C. parapsilosis que tiene interrumpida la ruta de la hidrélisis de trehalosa exdgena por
la ausencia del gen ATC7, que codifica la trehalasa acida [30,31]. ntci4 es un mutante
de C. parapsilosis que carece los dos alelos que codifican la enzima trehalasa neutra

[30,31].

El mutante homocigoético nulo para las dos enzimas que participan en la hidrélisis de
la trehalosa a glucosa, podria ser utilizado para confirmar si la movilizacién o no de la
trehalosa, y por tanto su nivel de acumulacion en la célula y posterior movilizacién
fisiologica en respuesta a distintos tratamientos, le confiere a C. parapsilosis resistencia
especifica ante la aplicacion de los distintos antifingicos utilizados en esta Memoria,

que son representativos de las principales familias con aplicacion terapéutica.



Medios de cultivo

El medio general utilizado para el crecimiento de C. parapsilosis Cp y su mutante

fue el siguiente:

Medio YPD: medio complejo que contiene los ingredientes necesarios para el
crecimiento rutinario de las levaduras [44]. Su composicioén en porcentaje (g/100 ml) es

la siguiente:

= 2% glucosa

= 2% peptona

* 1% extracto de levadura

= 2% agar (solo en caso de medio s6lido)

Los antifingicos que se utilizaron en estos ensayos fueron:

. Anfotericina B (AmB), obtenida de AppliChem GMBH.

. Micafungina, en formato farmacologico de Micamina®
(Astellas Pharma Europe B.V.)

. Fluconazol (Sigma)

= Itraconazol (Sigma)

La alicuota madre de ambos antifungicos se preparé a una concentracion de
10 mg/ml en Dimetilsulféxido (DMSO) y se almacen6 a -80° C en viales de vidrio hasta
su uso. Los antifingicos fueron suministrados durante los analisis experimentales en

concentraciones distintas:

. Anfotericina B: 0,25 pug/ml o 1,0 ug/ml
= Micafungina: 0,5 ug/ml o 1,0 ug/ml
= Fluconazol: 1,0 pug/ml

. Itraconazol: 0,3 pug/ml

Las diluciones de los cuatro antifiingicos se realizaron en DMSO, como este
disolvente resulta toxico para las células eucariotas, se dispuso de un control adicional

con DMSO al 1%.



La preparacion de todos los medios se llevo a cabo en una campana de extraccion

CAPTAIR dotada de luz, ventilacion y gas para asegurar las condiciones de esterilidad.

Los cultivos en medios liquidos se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer que
fueron rellenados hasta un tercio de su volumen para facilitar la aireacion de éstos. Los
inoculos de C. parapsilosis se crecieron a 28°C con agitacion durante toda la noche y se
refrescaron a 37°C en nuevo YPD liquido, partiendo de una D.O.soonm= 0,3 hasta
alcanzar una D.O.600nm = 0,8 que equivale a una densidad celular de 107 células/ml y asi

iniciar los ensayos con las mismas condiciones para la cepa parental y el mutante.

Para el crecimiento de los cultivos se utilizaron los incubadores Certomat MO 11 y
Medilow-P (Selecta), con una agitacion orbital de 90 rpm, para el caso de los medios en
estado liquido. Para los medios solidos se utilizaron las estufas de incubacion térmica

Heraeus incubator y Thermo Scientific.

METODOS
Medida del crecimiento microbiano

La determinacion del crecimiento de la levadura en medio liquido se realizo

mediante las técnicas de turbidimetria y peso humedo.
Turbidimetria

Para esta prueba se tomaron medidas de densidad optica (D.O.) a una longitud de
onda (1) de 600nm en un espectrofotometro SHIMADZU UV-1280. Se hicieron varias
diluciones para garantizar que la medida de la densidad optica estuviese en el intervalo

de linealidad entre el valor medido y el numero de células real del cultivo.
Peso humedo

Para determinar el peso humedo, se utilizaron tubos Eppendorf de 1,5 ml que
previamente se pesaron vacios (p0). Se tomaron muestras de 1 ml del cultivo en YPD
que se centrifugaron a 13.000 rpm, a 4°C durante 7 minutos y posteriormente se retird el
sobrenadante con sumo cuidado, eliminando todos los restos con papel secante. Una vez

extraida el agua, se pesaron de nuevo los tubos, obteniendo el peso del precipitado (pP).



La determinacion de la masa celular de la levadura crecida se efectué mediante la
diferencia de las medidas obtenidas, es decir, el peso del precipitado menos la del peso

vacio (pP-p0). Esta prueba se realizo por duplicado para cada uno de los casos.

Viabilidad v sensibilidad en el tratamiento con agentes estresantes

Se disefiaron varios ensayos con agentes estresantes a diferentes concentraciones

segun el objetivo de este trabajo. Se siguio el siguiente protocolo:

Se prepar6 un preinoculo de las cepas estudiadas en medio YPD liquido y se incubo
toda la noche a 28°C en agitacion continua. A la mafiana siguiente el cultivo fue
refrescado con YPD liquido fresco partiendo de una D.O.s00nm de 0,3 y se dejo crecer en
agitacion continua a 37°C hasta que alcanz6 la fase exponencial o una D.O.s00nm
aproximada de 0,8-1,0 correspondiente a una densidad celular de 107 células/ml. A
continuacion, se tomaron alicuotas iguales sobre las que se aplico el tratamiento con el
agente estresante correspondiente, excepto en la alicuota control, a la que no se puso

ningun tratamiento.

Ensavyo de viabilidad

A partir de un cultivo de cada cepa crecida en YPD hasta fase exponencial se recogio
1 ml en condiciones estériles y se realizaron diluciones seriadas 1/10 con agua destilada

estéril, en el rango de 107! hasta 107,

Se dispensaron 100ul de cada dilucion extendida sobre placas de YPD solido
formado un césped que cubria toda la placa mediante agitacion suave con perlas de
vidrio de 3 mm de didmetro. Las placas se incubaron a 37°C durante 48 horas y
posteriormente se realizd un recuento directo en cdmara para determinar las Unidades
Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/ml), siendo el intervalo de recuento

aproximadamente de 30-300 colonias por placa.

Debido a que en cada ensayo las placas se dispusieron por triplicado, se obtuvieron
valores promedio y el porcentaje promedio de viables se ha referido a la muestra

control, cuyo crecimiento sin agentes estresantes representa el 100% de viabilidad.



Obtencion de extractos celulares

La determinacion de actividades enzimaticas localizadas en el citosol de las células
requiere disponer de extractos acelulares. Para obtenerlos, se procedié a recoger 20 ml
de células en tubos Falcon, en condiciones de esterilidad y a 4°C. Los tubos se
centrifugaron a 3.500 rpm durante 10 minutos a 4°C, eliminado el sobrenadante a
continuacion mediante decantacion cuidadosa. Posteriormente, se lavaron las células
afiadiendo 20 ml de agua destilada estéril fria y se afiadieron 1,25 ml de tampoén
2-morfolinoetanosulfonico (MES) 100 mM a pH= 6,0 (para estabilizar las proteinas)

conteniendo fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF) 0,1 mM y cisteina SmM.

La rotura mecanica de las células se realizd0 en tubos de hemolisis de 0,5 cm
diametro, con perlas de Ballotini (0,45 mm de diametro) durante 7 ciclos de 45
segundos cada uno, manteniendo descansos de 1 minuto de hielo para impedir que el
calor de la friccion produjera la desnaturalizacion de las proteinas. Por ultimo, se
recogieron los extractos mediante pipetas Pasteur y se transfirieron a tubos Eppendorf
en hielo, que fueron centrifugados inmediatamente durante siete minutos a 4°C y
13.000 rpm. El sobrenadante se traspasd a otro Eppendorf y se conservo a -20°C,
mientras que el precipitado se resuspendid en 1 ml de tampon MES antes de ser

conservado igualmente a -20°C.

Determinacién de la cantidad de trehalosa enddgena

Para determinar el contenido de trehalosa enddgena, se partio de cultivos celulares en
fase exponencial (D.O.soonm= 0,8-1,0). Se tomaron 20 ml de dichos cultivos y se
prepararon los extractos siguiendo el protocolo descrito por Gonzalez—Parraga éf al.,
2003 [49]. Se centrifugaron a 3500 rpm descartando después el sobrenadante y
afladiendo 1 ml de agua fria, conservandolos después a -20°C hasta su analisis. En ese
momento, tras su descongelacion, los tubos se dispusieron en un bafio a 95°C durante 30
minutos para producir lisis celular y liberar al exterior la trehalosa endogena. A
continuacion, se centrifugaron los tubos a 3000 rpm durante 10 minutos para

posteriormente obtener el sobrenadante.

El ensayo de valoracion consistidé en una mezcla que contenia 90 ul de tampdn

acetato sodico 25 mM pH 5,6, 100 ul de cada sobrenadante correspondiente al extracto



obtenido anteriormente y 10 ul de trehalasa comercial (Sigma, 2 unidades/ml). Esta
enzima hidroliza las moléculas de trehalosa en 2 moléculas de glucosa a 37°C, en las
condiciones que aportan los tampones y durante toda la noche de incubacion. Ademads
de las muestras, se preparé un control con trehalosa comercial (1-5 mM) para obtener
una recta patrén de referencia. Los blancos fueron realizados sustituyendo la trehalosa

comercial por agua destilada.
Trehalasas

(dcida/neutra)
Trehalosa — 2 Glucosa

Este método mide la cantidad de glucosa que se genera a partir de la trehalosa
presente. Dicha cantidad fue medida mediante una reaccidon enzimatica acoplada de
glucosa oxidasa-peroxidasa. La valoracion analitica consiste en que la glucosa liberada

en el medio es oxidada a 4cido gluconico por la enzima glucosa oxidasa.

Glucosa + 02 + H20 —Ac. Gluconico + H202

Glucosa oxidasa

Del perdxido formado en esta reaccion y junto con la peroxidasa y un cromdgeno
oxidable (orto-dianisidina), que es incoloro en forma reducida, pero se colorea en su

forma oxidada) se obtiene un producto coloreado final.

H202 + O-dianisidina — H20 + O-dianisidina oxidada
Peroxidasa

Para la reaccion de valoracidn, se afiadio al tubo de ensayo y a distintos tiempos, 1
ml de reactivo formado por las siguientes soluciones mezcladas en una proporcion 20:1

(v/v) inmediatamente antes de su valoracion:

¢ Solucién de Glucosa oxidasa: (E.C 1.1.3.4) tipo V + peroxidasa (E.C. 1.11.1.7),
compuesta por 1 ml glucosa oxidasa y 5,25 mg de peroxidasa en 1 ml de tampdn
fosfato sodico 0,1 M a pH 7.

e Solucioén de O-dianisidina: 600 mg de o-dianisidina-HCI (Sigma) disueltos en

100ml de agua destilada. Se mantiene a 4°C y protegida de la luz.



La incubacion tuvo lugar a 30°C durante 30 minutos y se detuvo la reaccion con 1 ml
de HCI 6N. Asi, se desnaturaliza la solucion de glucosa-peroxidasa y el complejo de la
O-dianisidina oxidada vira a color rosa. De inmediato, se realizaron las lecturas en un
espectrofotometro SHIMADZU UV-1280 a 540 nm, para evitar la alteracion de color

debido a la oxidacion espontanea y progresiva de la accion del aire de la O-dianisidina.

Los valores procedentes de ensayos experimentales se refirieron a una recta de
referencia de glucosa (Figura 3.1) y se midieron en un espectrofotometro SHIMADZU
UV-1280 a 540 nm (Abssso nm), estableciéndose un rango de linealidad entre 10 y
100ug de glucosa/200 pl.

0.0 T L] L] L] 1
0 20 40 60 80 100

[glucosa] pg/200ul

Figura 3.1. Grafica patron para la valoracion de glucosa con el método de la glucosa
oxidasa-peroxidasa.

Determinacién colorimétrica de la proteina

El contenido total de proteinas en las muestras de determind mediante el método de
Lowry [45]. Este método nos permite cuantificar las proteinas presentes gracias al color
que se forma por la interaccion de determinados aminodcidos con el reactivo de Folin-
Ciocalteau. La intensidad del color que se obtiene en la reaccion es proporcional a la

concentracion de proteinas, dentro del rango de linealidad de la ley de Lambert-Beer.

El procedimiento se realiza en dos etapas. En la primera de ellas se afiade el reactivo
de Lowry y se deja incubar mientras se prepara la solucion de Folin. En medio alcalino,
el Cu®* se une a los atomos de nitrégeno de los enlaces peptidicos formando complejos

de color azul. Estos complejos dan lugar a que las tirosinas de la proteina queden



expuestas para la segunda reaccion debido a que queda abierta la estructura
tridimensional de la proteina. En la segunda etapa, se afiade la solucion de Folin y se
deja incubar 30 minutos. Los grupos fendlicos de las tirosinas expuestas son reducidas
por el acido fosfomolibdo-tungstico del reactivo de Folin, actuando el cobre como
catalizador, y pasando el 4cido de color amarillo a azul intenso. Segun el protocolo, se
aflade a cada tubo 1 ml la muestra diluida, 3 ml del reactivo de Lowry y 0,9 de agua
destilada. Se incuba durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se
afiaden 300 ul de la solucion de Folin, se deja incubar 30 minutos mas e inmediatamente
se lee en el espectrofotometro a D.O.s540 nm. La prueba se realizo por duplicado para cada
muestra y se utilizé6 como blanco agua destilada. Como patron de referencia, se empleo
una soluciéon de albumina bovina (Sigma). El método es lineal en un rango de 10 a

90 ul/ml de proteina.

Ensavyos enziméticos

Para conocer como se ve afectado el metabolismo de la levadura por los distintos
agentes estresantes, asi como por los antifungicos probados, es necesario determinar la
actividad de ciertas enzimas caracterizadas por su funcion antioxidante y detoxificante.

Se realizaron las siguientes pruebas:
Catalasa

Los organismos eucariotas aerobios disponen de la enzima catalasa, que les permite
protegerse del radical perdxido de hidrégeno mediante la descomposicion del H>O; en

moléculas de agua y oxigeno.

2 H202 — 2 H20 + 02
Catalasa

La actividad de esta enzima se cuantificé usando el método descrito por Aebi (1984),
con las modificaciones recogidas en Gonzalez-Parraga éf a/. (38]. Primero se adiciond
H>0, 10,6M al tampon BPK+50mM a pH7. En una cubeta de cuarzo de 1,5 ml se
afiadieron 25 ul del sobrenadante citosolico previamente centrifugado, y 975 ul de la
mezcla tampén. Una vez agitada la mezcla en la cubeta, se introdujo en un

espectrofotometro SHIMADZU UV-1280 (con accesorio de termostatizacion)



utilizando como blanco tampon fosfato potésico y se registraron los valores de la

pendiente. La prueba se realiz6 a 25°C. Cada muestra se hizo por triplicado.

Si se produce la disociacion del H>O: se registra una disminucion de la absorbancia a
240 nm. La actividad enzimatica se calcul6 a partir de la velocidad de reaccion y de un
coeficiente de extincion molar para H.O» (e=39,98M'xecm™). Los resultados se

expresan en pmolesxmin™'xml!,
Superoxido dismutasa (SOD)

La superoxido dismutasa es una enzima que cataliza la reaccion que dismuta el anion
superoxido en peroxido de hidrogeno. Esta accion es importante ya que protege a las
células de la accion oxidante de este compuesto. Existen diferentes métodos directos o
indirectos para determinar la actividad de esta enzima. En nuestro caso, utilizamos un
ensayo comercial (SOD assay kit, Sigma, St. Louis, USA), que usa una sal monosddica
de tetrazolio altamente soluble en agua, el WST-1= (2-(4-lodofenil)-3(4-nitrofenil)-
5(2,4-disulfofenil)2H-tetrazolio. El ratio de reduccion estd linealmente relacionado con
la actividad de la xantina oxidasa, y es inhibido por la enzima SOD tal como se indica
en la Figura 3.2. Por tanto, el ICso (inhibicion de la actividad en 50%) puede ser

determinado por un método colorimétrico.

Siguiendo las indicaciones del suministrador del kit, el procedimiento seguido fue el
siguiente: primero se prepard el “working solution (WST)”, para ello 1 ml de WST
comercial fue diluido en 19 ml de “buffer solution”. También se prepar6 la enzima del

kit, para ello diluimos 15 ul de “working solution “en 2,5 ml del “dilution buffer”.

Una vez preparados los reactivos, se sigue el protocolo sobre una placa de 96
pocillos (agitando en cada paso). Se dispone de tres blancos. Primero se afiaden 20 ul de
la muestra a los pocillos de muestra y al pocillo blanco 2. Se afiaden a continuacion
20 ul de agua a los pocillos blanco 1 y 3. Después anadimos 200 ul de WST a todos los
pocillos. Los pocillos blanco 2 y 3 contienen 20 ul de “dilution buffer” y por ultimo se
anaden 20 ul de enzima “working solution “a cada muestra y al pocillo blanco 1. Se
incuba 20 minutos a 37°C en oscuridad y se procede a la lectura de la placa que se

realiza a 450 nm.



[Capitulo 1]

Figura 3.2. Reaccion de dismutacion del anion superdxido a través de la enzima SOD.
Imagen adaptada a partir del kit comercial correspondiente (Sigma, St. Louis, USA).

Para calcular la actividad SOD se aplica la siguiente ecuacion:

ACtiVidad SOD (% de il’lhibiciél’l) = L AB]anco]'AB]anco3 - Amuestra'AB]ancoZ)J__
(ABlancol'ABlanco 3) X 100

Determinacién de las especies reactivas de oxigeno (ROS) v el potencial de membrana

mitocondrial

Estos ensayos se realizaron para conocer el efecto de los antifingicos que se
emplearon en este estudio en cuanto a la produccion de especies reactivas del oxigeno
interno (ROS). Se utilizaron dos métodos complementarios: el primero para la deteccion
global de ROS, con diacetato de dihidrofluoresceina y el segundo para la determinacion

del potencial de membrana mitocondrial, con rodamina 123.
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Determinacién global de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Para detectar la produccion de radicales libres, se agregé diacetato de
dihidrofluoresceina (DHF; 40 uM, Sigma Aldrich) durante 30 minutos en oscuridad a
37°C. La DHF difunde a través de las membranas celulares y es hidrolizada por las
esterasas a un compuesto no fluorescente, que es oxidado rapidamente por las especies
reactivas de oxigeno (ROS) convirtiéndose en una molécula fluorescente. De esta

forma, la fluorescencia se cuantificé mediante citometria de flujo.

Los cultivos que habian crecido en YPD hasta alcanzar fase exponencial (D.O. ~0,8-
1,0) de las dos cepas fueron tratados con los antifungicos durante 1h a 37°C, en
agitacion continua. Tras el tratamiento, las células se lavaron con PBS 1X para afiadirles
DHF 40 puM durante 30 minutos a 37°C. La interaccion de estos compuestos con los
radicales libres del medio provoca la division de la fluoresceina, con emision de una

fluorescencia verde medible en el canal FL1 del citometro de flujo.

Determinacion del potencial de membrana

La determinacion del potencial de membrana se realizdé usando rodamina 123 (Rod)
[46,47]. Se trata de una sonda fluorescente que normalmente se usa para determinar la
funcionalidad de las mitocondrias debido a que s6lo se acumula en éstas cuando las
células estan vivas y activas metabdlicamente, con un potencial de membrana negativo,

estableciendo una correlacion entre fluorescencia y variacion de potencial.

Junto al ensayo de DHF, se tomaron las células en fase exponencial, se trataron con
antifungicos durante una hora y se lavaron con PBS 1X. En esta ocasion se lavaron tres
veces para eliminar el exceso de Rodamina, antes de tener la suspension final con una
dilucion 1/10 del precipitado del tltimo lavado. El compuesto emite una fluorescencia

de color verde medible en el canal FL1 del citdémetro de flujo.

Determinacion de la mortalidad celular por loduro de propidio (IP)

Se determind con muestras idénticas a las empleadas para la determinacion de ROS
pero, en este caso se trataron con ioduro de propidio (IP) a una concentracion de 20 uM.
La principal caracteristica de este compuesto es que no puede atravesar la membrana

celular y por lo tanto interaccionan solo con el ADN de las células muertas, que tienen



la pared dafiada y emiten fluorescencia de color rojo al intercalarse entre las bases del
ADN de las células afectadas. Tras 5 minutos de incubacion con el IP, la fluorescencia

emitida por las células se capto en el canal FL2 del citdémetro de flujo.

En los tres casos se empled el citometro FC500 del Servicio de apoyo a la
Investigacion (SAI) de la Universidad de Murcia. Se procesaron 10.000 células y los
resultados  fueron analizados por el software Flowing Software 2.5.1

(https://bioscience.fi » cell-imaging).

Formacion de biopeliculas

Los biofilms de Candida albicans se obtuvieron /n Vitro utilizando placas de
poliestireno de 96 pocillos, en las que la levadura se adhiere al fondo de dichas placas.
Se siguid el procedimiento descrito por Sanchez-Fresneda éf a/. [31]. Se parti6 de una
suspension de C. albicans (1x10° blastoconidios/ml) en medio RPMI 1640, 100 pl de la
misma se dispusieron en cada pocillo de la placa. Se dejoé que se adhirieran a la placa
para formar asi el biofilm durante 24h a 37°C. Transcurrido ese intervalo y comprobada
la formacion de biopeliculas mediante inspeccion ocular, el medio se aspiro y las células

no adherentes se eliminaron lavando tres veces con PBS [1x] estéril.

Valoracion colorimétrica con XTT

Para cuantificar la capacidad vital y resistencia de biofilms se us6 XTT (sodio 2,3.-

bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[ (phenylamino)-carbonyl]-2H-tetrazolium).

Se prepar6 una solucion de XTT 0,5 mg/ml en PBS, esterilizada mediante filtracion a
través de un filtro de 0,22 micras de tamafio de poro y se le afiadi6 menadiona 25 uM
(Sigma, St. Louis, USA). A cada pocillo se le adicionaron 100 pl de la solucion de
XTT-menadiona y las placas se incubaron durante 1h a 37°C. La actividad metabdlica
de las células sésiles de C. albicans se evalué cuantitativamente midiendo la
absorbancia a 540 nm, en un lector de placa de 96 pocillos. La sal de tetrazolio
acumulada tras la reduccion de XTT por las deshidrogenasas celulares fue proporcional

al numero de células viables presentes en el biofilm.



Soporte bioinformatico, representacién grafica v andlisis estadistico de datos

A lo largo de la presente Memoria se han empleado herramientas bioinformaticas
disponibles en internet. Las mas utilizadas han sido las siguientes: Pubmed. Base de

datos de revistas cientificas de la biblioteca Nacional de Medicina de Estados Unidos

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/| Para la correcta representacion grafica de los

resultados y el analisis estadistico de los datos, se emple6 el programa Graph Pad Prism

version 6.00 (La Jolla, CA, USA),|http://www.graphpad.com

Los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron un minimo de tres
veces. En las graficas se representa el valor medio de los datos y mediante las barras de
error, se expresa el error tipico de la media, de al menos dos muestras independientes.
Para el tratamiento estadistico de los datos se calcularon los valores medios, asi como la
desviacion estandar de todos los datos obtenidos. Se realiz6 el test no paramétrico de U
de Mann-Whitney (comparacion con el grupo control) para determinar si existian
diferencias entre las medidas efectuadas. En todos los casos, el intervalo de confianza

utilizado fue del 95% siendo los niveles de significacion, los siguientes: P<0,05 (*),

P<0,01(**) y P<0,001(***).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
http://www.graphpad.com/

SENSIBILIDAD A LOS ANTIFUNGICOS MICAFUNGINA (MF) Y
ANFOTERICINA (AmB) SOBRE Candida parapsilosis Y EL MUTANTE
ISOGENICO atcIA/ntcIA QUE CARECE DE LASDOS TREHALASAS.

Los experimentos iniciales de esta Memoria se disefaron para aplicar determinados
tratamientos antifingicos sobre cultivos de una levadura patogen emergente: Candida
parapsilosis. En concreto, se utilizaron muestras con la misma densidad celular de las
cepas AM2001/0013 (tipo parental, abreviadamente Cp) y el mutante isogénico
homocigotico afct/atci/ntci/ntc? o (atciA/ntcIA) KO (Nou®) (deficiente en las dos
actividades trehalasa: 4cida (Atclp) y neutra (Ntclp) presentes en esta levadura [30,31].
Las muestras se prepararon a partir de cultivos que han alcanzado la fase exponencial,
determinada mediante el calculo de la absorbancia a 600 nm en un espectofotdmetro.
Como referencia estimativa, se tomd una concentracién de 107 células/ml equivalente a
(D.0.6001m=0,8-1,0). El crecimiento se llevo a cabo en medio YPD liquido a 37°C con

agitacion orbital (Materiales y Métodos).

En primer lugar, se determinaron las concentraciones minimas inhibitorias (o CMIs),
para todos los antifingicos, En primer lugar, se determinaron las concentraciones
minimas inhibitorias (o CMIs), para todos los antifiingicos, que se aplicaron sobre las
cepas de C. parapsilosis estudiadas en esta Memoria (Tabla 4.1). El calculo se realizd

utilizando el protocolo establecido por el sistema EUCAST.

Tabla 4.1. Concentraciones minimas inhibitorias de los antifingicos utilizados en
esta memoria correspondientes a las cepas estudiadas. Para mas detalles, ver Métodos.

Antifangicos Rango CMI (ug/ml) Cp atcI N/ntclA
Anfotericina B 0,12-0,5 0,12 0,12
Micafungina 0,25-1,0 0,50 0,50
Fluconazol 0,5-2,0 0,50 0,50

Itraconazol 0,015-0,12 0,015 0,015
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Viabilidad celular en medio liquido

Se realizd un conjunto de ensayos para comprobar el efecto de los antifungicos
empleados: Micafungina (MF) y Anfotericina (AmB) a distintas concentraciones, que
fueron escogidas en funcion de los valores de CMI.

Como se puede observar en la Figura 4.1, la aplicaciéon de un tratamiento con dos
dosis del antifungico MF (0,5 ug/ml y 1,0 pug/ml) dio lugar a una mayor tasa de
supervivencia en las levaduras procedentes del mutante atc/A/ntcIA nulo, respecto a la
viabilidad registrada en la cepa parental (Cp). Tras una hora de tratamiento, dicho
mutante presentd una mayor resistencia a ambas concentraciones, y cabe destacar que
incluso promovieron el crecimiento de algunos aislados de C. parapsilosis como habia
quedado patente en estudios de otros autores [4]. Sin embargo, a las tres horas de
exposicion, s6lo se vio un descenso que fue estadisticamente significativo en la
viabilidad de la cepa mutante, expuesta a la mayor concentracién de la equinocandina

(Figura 4.1).
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Figura 4.1. Determinacion del grado de viabilidad celular en medio YPD liquido en
respuesta al tratamiento de AmB (0,25 ug/mly 1,0 ug/ml) y MF (0,5 pg/mly 1,0 ug/ml) a
una horay a las 3 horas de su aplicacion, de la cepa parental (Cp) de C. parapsilosisy del
mutante isogénico (atcIA/ntclIA). Los cultivos se incubaron a 28°C en YPD durante toda la
noche, se refrescaron en el mismo medio (D.O.s00 = 0,3) antes de afiadir los compuestos. El
tratamiento estadistico aplicado fue mediante Mann-Whitney-Wilcoxon, siendo las diferencias
de las medias significativas a P<0,05 (*) y P<0,01 (**).

Estos resultados sugieren que las enzimas involucradas en la hidrdlisis de trehalosa
podrian presentar distinta susceptibilidad a la accion fungicida de polienos (AmB) y

equinocandinas (MF), dos antifungicos que se utilizan de manera rutinaria como
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tratamiento clinico [19,21]. También apuntan a que la eficacia toxica del tratamiento
con AmB sobre C. parapsilosis incrementa con el tiempo, siendo ya muy notable a las

tres horas de aplicacion (Figura 4.1).

Un lote paralelo del cultivo se tratd con el polieno AmB (0,25 pug/ml y 1,0 ug/ml).
Tras una hora de tratamiento se registrd un descenso en la viabilidad de la cepa parental,
reflejado con mas intensidad a la concentracion de 1,0 ug/ml. En cambio, después de
tres horas, la bajada observada en la viabilidad de ambas cepas fue estadisticamente
significativa a las dos concentraciones de AmB empleadas: 0,25 y 1,0 ug/ml. Si bien,
siendo muy notable la disminucion, resulté mas acentuada en el mutante deficiente en la

actividad trehalasa global a la maxima concentracion del polieno (Figura 4.1).
Crecimiento colonial en medio sdlido

Estos ensayos sirven para complementar el recuento de viables efectuado en medio
liquido, con el fin de confirmar o descartar los resultados obtenidos previamente. Los
datos mostrados en la Figura 4.2 corresponden a una imagen representativa del conjunto

de placas efectuado para dicho ensayo, que se realizé por duplicado.

Se puede comprobar que, como ocurre en medio YPD liquido, tras 1 hora de
tratamiento con MF (0,5 pg/ml), el mutante nulo fue el que registr6 una mayor
intensidad en la formacion macroscopica de colonias con respecto a la cepa parental,
aunque la diferencia observada fue muy leve, ya que el crecimiento colonial en placa es
principalmente cualitativo, y tiene un valor orientativo. A las tres horas, tanto el
mutante como la cepa parental tratadas con AmB presentan una notable disminucion del
crecimiento colonial con respecto a ambas cepas tratadas con MF, aunque entre ellas no
se aprecian diferencias importantes, por tratarse de un método cualitativo (Figura 4.2).
Posteriormente, se realizaron otros ensayos confirmatorios, descartando los tratamientos
que utilizaban las concentraciones mas bajas de 0,25 ug/ml (AmB) y 0,5 ug/ml (MF),
manteniendo Unicamente las concentraciones superiores de 1,0 ug/ml tanto de
Anfotericina como de Micafungina, ya que parecian haber dado resultados de viabilidad
mas significativos y se alarg6 el tratamiento en el tiempo, concretamente se aplico el

antifungico a 1, 3, 10 y 24 horas.
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Figura 4.2. Representacion del crecimiento colonial de Candida parapsilosis en
medio YPD solido. Se partid6 de muestras celulares idénticas para ambas cepas, que
fueron sometidas a 1 hora (A) y 3 horas (B) de tratamiento a 37°C con Micafungina (MF)
0,5 y 1,0 ug/ml y Anfotericina B (AmB) 0,25 y 1,0 pg/ml. Se practicaron diluciones
seriadas de C. parapsilosis y su mutante atcIA/ntcIA. Se tomaron 5 ul de cada dilucion
que se dispensaron en forma de gota (“spot”) sobre el medio YPD soélido. Las placas se
incubaron 24 h a 37°C antes de ser fotografiadas.

La aplicacion del tratamiento con AmB y MF durante una hora, apenas varia la tasa
de supervivencia de la cepa parental y el mutante atc/A/ntcIA con respecto al control
(Figura 4.3]. Sin embargo, a las tres horas cuando se aplic6 AmB, tanto la cepa parental
como el mutante homocigdtico disminuyen su viabilidad y en este ultimo caso, esta

disminucién fue mas acusada (Figura 4.3).
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So6lo fue a las 10 horas cuando el tratamiento de AmB hizo que la tasa de
supervivencia del mutante siguiera disminuyendo, recuperandose a las 24 horas, lo que
supondria una pérdida de eficacia del antifiungico debido a su eliminacion a lo largo de
esta incubacién mas prolongada. A su vez, la aplicacion de Micafungina apenas causo
variaciones resefiables durante 24 horas (Figura 4.3), indicando una baja susceptibilidad

in vitro a las equinocandinas por parte de C. parapsilosis.
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Figura 4.3. Efecto de los antifungicos clinicos Anfotericina B (AmB) y Micafungina (MF)
sobre la viabilidad celular de las cepas de C. parapsilosis. Muestras con idéntica densidad
celular de ambas cepas, fueron recogidas a partir de cultivos crecidos en YPD a 37° hasta fase
exponencial (D.0.600,, =~ 0,8-1,0) y posteriormente se sometieron durante 24 horas a las
siguientes dosis: 1,0 ug/ml de AmB y MF. A) 1 hora, B) 3 h, C) 10 h y D) 24 h. El tratamiento
estadistico aplicado fue mediante el método Mann-Whitney-Wilcoxon, siendo las diferencias de
las medias significativas a P<0,05 (*), P<0,01 (**) y P<0,001 (**%*).

Crecimiento colonial en medio sélido

Los ensayos sobre placa permiten complementar el recuento de viables efectuado
previamente en medio liquido. Tanto la cepa parental como el mutante presentan el
mismo comportamiento que en medio YPD liquido, tras 1h de tratamiento con AmB
(1,0 pg/ml) (Figura 4.4). Ambas cepas registraron una menor formacion
macroscopica de colonias a partir de las tres y diez horas de exposicion antifingica,

recuperandose el crecimiento a partir de las 24 horas de dicho tratamiento.
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Figura 4.4. Representacion del crecimiento colonial en medio YPD solido de C.
parapsilosis y su mutante isogénico atcIA/ntcIA. Partiendo de muestras celulares iguales
de cada cepa, fueron sometidas a 1(A), 3(B), 10(C) y 24 horas (D) de tratamiento a 37°C con
Micafungina (MF) 1,0 ug/ml y Anfotericina B (AmB) 1,0 ug/ml se realizaron diluciones
seriadas de C. parapsilosis y su mutante. Se tomaron 5 ul de cada dilucion que se
dispersaron en forma de gota (“spot”) sobre YPD solido. Las placas se incubaron 24 h a

37°C antes de ser fotografiadas (Pagina anterior).

En paralelo, se realizaron determinaciones turbidimétricas, tomando muestras a lo
largo de las 24 horas del ensayo y midiendo la densidad 6ptica a una longitud de onda
de 600 nm, con el fin de saber de qué manera podria afectar el antifingico aplicado al
crecimiento celular de las levaduras. Se practicaron varias diluciones para que el dato
obtenido de la densidad optica fuese el correcto entre el valor medido y el nimero de

células real del cultivo (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Representacion de los valores de densidad dptica (D.0.e00nm) de las
muestras celulares de C. parapsilosis y el mutante atcIA/ntcIA. Las muestras se
recogieron tras 1, 3, 10 y 24 horas de exposicion con MF (1,0 ug/ml) y AmB (1,0 ug/ml).



ACTIVIDADES ANTIOXIDANTES DE LAS CEPAS AM2001/0013 (Cp) Y
atcIA/ntcIA EN RESPUESTA A LOSANTIFUNGICOS MFY AmB

Algunos antifungicos poseen un modo de accién toxica sobre las células mas
complejo de lo que se creia previamente. En el caso de los polienos, como la
Anfotericina B, estd documentado que, junto con el mecanismo clasico de la unién al
ergosterol de membrana y la posterior formacion de poros, existe un segundo
mecanismo de accion, consistente en la generacion de estrés oxidativo intracelular que
potencia la accion fungicida del compuesto [38]. La validez de esta propuesta, ha sido
posteriormente demostrada en varias levaduras patdgenas oportunistas [48]. Debido a
estos antecedentes, se procedid a determinar una serie de actividades enzimaticas con

funcién antioxidante, que previamente han sido estudiadas en nuestro grupo de trabajo.
Catalasa

La determinacion de la actividad catalasa, indic6 que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las muestras sometidas a tratamiento con AmB
(0,25 pug/ml) y MF (1,0 ug/ml) con respecto a las muestras sin tratar, siendo dicha
actividad siempre inferior en las células mutantes en comparacion con la cepa parental
(Fig. 4.6). Por el contrario, la exposicion con AmB (1,0 ug/ml) parece inducir un

incremento de esta actividad catalasa en las células atcIA/ntcIA.

El hecho de que la cepa atcIA/ntcIA (carente de las dos trehalasas responsables de la
hidrélisis de la trehalosa) muestre un aumento de actividad catalasa en respuesta al
tratamiento con AmB (1,0 ug/ml) indicaria que el antifingico a dosis elevadas produce
un estado de estrés oxidativo interno del que la levadura debe protegerse; no siendo
suficiente el alto contenido de trehalosa acumulada (Tabla 4.2). Con la informacion
actualmente disponible, no entendemos la razén por la cual el mutante que acumula
mayor contenido del disacarido trehalosa, con funcion protectora frente a las especies
reactivas de oxigeno [34.,49], presenta una clara activacion de la catalasa. Quiza la
formacion de ROS intracelular resulta tan alta al aplicar el antifungico, que no basta la

trehalosa por si sola para garantizar el mantenimiento de la integridad celular [48.50].
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Figura 4.6. Efecto de la exposicion con los antifingicos MF a 1,0 ug/ml, AmB 0,25
ug/mly AmB 1,0 ug/ml sobre la actividad catalasa de C. parapsilosis. Los tratamientos
con dichos compuestos se aplicaron sobre muestras celulares idénticas durante una hora a
37°C sobre las cepas objeto de estudio, que previamente crecieron en medio YPD hasta
fase exponencial (ver métodos). El tratamiento estadistico aplicado fue mediante el test de
Mann-Whitney-Wilcoxon, siendo las diferencias de las medias significativas a P<0,05

().
Superoxido dismutasa (SOD)

Esta actividad lleva a cabo la dismutacion del anion superdxido (Oz7). El mutante
atcIA/ntcIA vio disminuida su actividad SOD cuando se adicion6 AmB (0,25 pg/ml y

1,0 ug/ml) con respecto a las muestras control sin tratar (Figura 4.7).

Esta disminucion también se observd al comparar con la cepa silvestre en las
muestras tratadas con AmB (0,25 ug/ml), no siendo demasiado relevante. Por otra parte,
se detectd un incremento de la actividad SOD estadisticamente significativo tras el
tratamiento con MF en la cepa silvestre con respecto a las muestras sin tratar. Dicho
incremento de la actividad SOD provocado por la equinocandina solo en el tipo
parental, puede llevar a la conclusion de que las células silvestres son més sensibles a la
accion del antifungico ya que al acumular menores niveles de trehalosa (puesto que no

disponen de las dos enzimas trehalasa funcionales que hidrolizan la molécula), necesitan
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activar otros sistemas para defenderse del antifungico, como serian las enzimas

detoxificantes [50].
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Figura 4.7. Accion antifungica sobre la actividad superoxido dismutasa. La cepa
AM?2001/0013 y su mutante atcIA/ntcIA crecieron hasta fase exponencial y posteriormente se
adicionaron los antifingicos MF: 1,0 ug/ml y AmB: 0,25 y 1,0 ug/ml. El tratamiento estadistico
aplicado fue mediante Mann-Whitney-Wilcoxon, siendo las diferencias de las medias
significativas a P<0,05 (*).
Contenido de trehalosa end6gena

En paralelo con la medicion de la viabilidad celular, en los mismos cultivos se valoro
el contenido endogeno de trehalosa, por tener una funcion protectora contra el estrés
oxidativo en C. albicansy otras levaduras patogenas [34,48.49]. Como se puede ver en
la Tabla 4.2, el mutante carente de actividad trehalasa funcional presentd6 un mayor
contenido basal de trehalosa endogena respecto a su cepa parental. Por su parte, y como
ha sido previamente documentado en otras cepas de Candida [30,31,38], la adicion de
AmB indujo un notable incremento en la sintesis intracelular del disacarido (Tabla 4.2);
mientras que en presencia de MF, la variacion de trehalosa fue practicamente nula.
Estos datos refuerzan la hipdtesis de un efecto diferencial de los antifingicos sobre el
contenido de trehalosa: sélo los polienos causan una clara estimulacion de su sintesis,

mientras las equinocandinas no utilizan esta via de sensibilizacion celular en C.

albicans.
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Tabla 4.2. Contenido intracelular de trehalosa en respuesta a los tratamientos de los
antifungicos MF (1,0 ug/ml) y AmB (0,25 y 1,0 ug/ml) en las cepas parental (Cp) y mutante
atclA/ntclA de C. parapsilosis. Los cultivos crecieron hasta fase exponencial y posteriormente
se le aplicaron los tratamientos durante una hora. Los valores de trehalosa enddgena se expresan

como nmoles/mg peso humedo y se indica la desviacion estandar de las medidas.

TRATAMIENTO Cp atcl NntclA
Control 4,0+0,1 (1,0) 5,3+£0,3(1,0)
AmB 0,25 ug/ml 5,440,1(1,1) 8,2+0,6 (1,0)
AmB 1,0 pg/ml 7,120,2 (1,5) 8,9+0.4 (1,0)
ME 1,0 pg/ml 4.2+0,1 (1,0) 4,303 (0,6)

Formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS)

La generacion de diversos radicales libres del oxigeno tiene lugar en los organismos
aerobios durante el metabolismo oxidativo y su accidn sobre la fisiologia celular. En
consecuencia, se disefid un ensayo para comprobar si la formacion o no de estrés
oxidativo, inducida por los antifingicos analizados estaba relacionada con la produccion
de ROS intracelular. Los resultados obtenidos proceden de analizar el paso de 10.000

células a través del citometro de flujo (Métodos) y se representan en la Figura 4.8.

Los valores endogenos de ROS medidos, utilizando como agente oxidante de
referencia peréxido de hidrogeno (50 mM) y con respecto al control sin tratar (zona gris
en el caso de la cepa parental y marrdn en el caso del mutante), mostraron un grado de
variacion significativa, aunque la comparacion entre ellas no revel6 diferencias claras.
La aplicacion de AmB (1,0 pug/ml) produjo un nivel elevado de especies ROS
intracelular. En el mutante el desplazamiento es mayor, lo que indica una mayor

produccion de ROS (histograma de la Figura 4.8, color rojo).
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Figura 4.8. Produccion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las
cepas de C. parapsilosis analizadas tras ser sometidas a tratamiento antifiingico. Los
histogramas muestran los resultados recogidos al analizar el paso de 10.000 células por el
citometro de flujo, tras la aplicacion de los siguientes tratamientos: MF (1,0 ug/ml) y
AmB (1,0 pug/ml), junto con el control positivo (H20,) para determinar la produccion de
ROS. El area representada en gris (cepa parental) y marrén (mutante) corresponden al
control negativo del ensayo (muestra sin tratar) y las regiones coloreadas en verde, rojo y
azul, a la exposicion con H,O,, MF y AmB, respectivamente.

El tratamiento con MF indujo un pequefio desplazamiento en la cepa silvestre
indicando una detectable producciéon de ROS, al contrario de lo que ocurre en el
mutante atcIA/ntcIA, donde no se detectd ningun cambio relevante sobre los niveles
basales. Por tanto, se puede concluir preliminarmente que las equinocandinas no
promueven una generacion cuantificable de ROS, ya que la dihidrofluoresceina no

experiment6 una oxidacion resefiable mas que en la muestra control (Figura 4.8).
Efecto sobre el potencial de membrana mitocondrial analizado con rodamina.

El andlisis de las levaduras con rodamina se realiz6 para detectar posibles cambios en
el potencial de membrana mitocondrial, puesto que la gran mayoria de ROS endoégeno
son producidos en la mitocondria. Se llevé a cabo empleando la misma técnica de
citometria de flujo con rodamina 123 como fluorocromo (Figura 4.9). El tratamiento
con rodamina en el caso del control oxidante positivo (H20), determina que existe una

actividad respiratoria basal en las mitocondrias, porque hay un aumento, aunque sea
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leve en la actividad antioxidante de las enzimas que degradan tanto el peréxido como
otros radicales en las levaduras de la cepa parental. Este proceso también ocurre, aunque

en menor medida, en la cepa mutante (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Efecto de los antifiingicos sobre el potencial de membrana mitocondrial
medido con rodamina. Los histogramas mostrados analizan el paso de 10.000 células por el
citometro de flujo tras la aplicacion de los diferentes tratamientos con AmB y MF, junto con
un control positivo de oxidacion (H,0O»). El area gris se corresponde con el control negativo
0 muestras sin tratar de la cepa parental, mientras la marrén corresponde al mutante.

Cuando se afiadié Anfotericina B, el potencial de membrana disminuy6 en las dos
cepas, lo que ndicaria algln tipo de alteracion en el mecanismo de accion de la cadena
respiratoria mitocondrial, que veria afectada su funcion por el efecto toxico que
desencadena la AmB sobre C. parapsilosis. Los histogramas registrados para la
valoracion con rodamina tras adicionar Micafungina (Figura 4.9) en el caso del mutante
atcIA/ntcIA nulo presentaron el mismo tipo de diagrama y resultados previamente
obtenidos con dihidrofluoresceina (DHF; Figura 4.8), lo que permite establecer
inicialmente que, con este antifingico, la produccion de ROS endogeno es
practicamente nula, dato que ocurre de manera paralela con la falta de deteccion de
alteraciones en el potencial de membrana. Un patrén similar de resultados ha sido
previamente demostrado en el mutante homocigotico atcIA/atcIA de C. parapsilosis
[30], asi como en cepas de C. albicans deficientes en la ruta de biosintesis de trehalosa
[38,51].
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Efectos sobre la viabilidad celular analizada con ioduro de propidio

De la misma forma que se han realizado ensayos para observar la produccion de
ROS y el potencial de membrana, se disefid una prueba para determinar la viabilidad
celular mediante citometria de flujo, utilizando como marcador fluorescente en este caso
ioduro de propidio (IP). Igualmente, se afiadié un control positivo de mortalidad celular,
que consistio en un choque térmico de 100°C aplicado a las células durante cinco
minutos. A continuacidn, se procesaron todas las muestras en el citometro de flujo. Los
resultados consiguientes se pueden observar en la Figura 4.10. Como se puede
comprobar, la viabilidad celular en el caso de la exposicion con perdxido de hidrogeno
(50 mM) verifico una pequefia poblacion de muerte celular, aunque apenas fue
destacable; mientras las pruebas efectuadas con AmB y MF manifestaron niveles
similares a la poblacion inicial (Figura 4.10). En el control positivo, sin embargo, si
pudo registrarse una evidente situacion de muerte celular originada por la aplicacion de
calor. A falta de nuevos estudios, suponemos que una hora de tratamiento con los
antifungicos analizados no es tiempo suficiente para poder detectar un grado importante

de muerte celular mediante la tincién con ioduro de propidio.
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Figura 4.10. Determinacion del grado de mortalidad celular mediante citometria de
flujo con ioduro de propidio en respuesta a la adicion de los antiflingicos. Los
histogramas representan la viabilidad celular del experimento simultaneo llevado a cabo
con los dos antifungicos probados, AmB y MF. Como control positivo de muerte celular
se utilizo el tratamiento por calor de 100°C aplicado durante 5 minutos.
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SENSIBILIDAD DE LAS CEPAS DE Candida parapsilosis Cp y atcIAntcIA A
LOS ANTIFUNGICOS AZOLICOS: FLUCONAZOL (FLZ) E ITRACONAZOL
(ITR)

Junto con polienos y equinocandinas, los azoles constituyen la tercera gran familia de
antifngicos con aplicacion clinica. Por consiguiente, una vez analizados los resultados
del tratamiento con Micafungina y Anfotericina, se procedi6 a realizar ensayos con dos
compuestos azdlicos utilizados en clinica, concretamente Fluconazol (FLZ) e
Itraconazol (ITR) [14,25.52]. El protocolo experimental seguido fue idéntico, aplicando
ambos azoles sobre muestras con la misma densidad celular en las dos cepas a estudiar
de Candida parapsilosis: AM2001/0013 (Cp) y (atcIA/ntcIA) KO (Nou®) (mutante

deficiente de actividad trehalasa 4cida y trehalasa neutra).

Las muestras celulares se prepararon a partir de cultivos que habian alcanzado la fase
exponencial, determinada mediante el célculo de la absorbancia en el espectofotometro
(D.0.600nm=0,8-1,0) que equivale a una concentraciéon de 10’ células/ml. El crecimiento

celular tuvo lugar en medio YPD liquido a 37°C y con agitacion orbital (ver métodos).
Viabilidad celular en medio liquido

En estos ensayos se monitorizo el efecto de los antifingicos Fluconazol (FLZ) e
Itraconazol (ITR) a concentraciones de 1,0 ug/ml y 0,3 ug/ml, respectivamente. Como
se puede observar en la Figura 4.11, tras una hora de la aplicacion del tratamiento no se
aprecid gran variacion en la viabilidad en las dos estirpes tratadas con FLZ (1,0 ug/ml) e
ITR (0,3 pug/ml), si bien, se pudo observar un leve aumento en el mutante nulo. Sin
embargo, si seguimos analizando la tasa de supervivencia de las levaduras a lo largo del
tiempo, a las 3 horas si parece haber una disminucién estadisticamente significativa del
mutante atc/A/ntcIA tratado con ITR (0,3 pg/ml) respecto a la viabilidad registrada en
la muestra sin tratar. A las 10 horas de la aplicacion, fue claramente verificable la
eficacia del antifingico Itraconazol sobre C. parapsilosis, puesto que disminuyd
notablemente la tasa de supervivencia de las levaduras y con gran diferencia en el
mutante nulo. Esta tendencia se mantuvo a las 24 horas de incubacién, resultado que
certificaria la estabilidad del antifingico Itraconazol en el tiempo. La cepa parental
parecio recuperar su tasa de crecimiento transcurridas 10 horas de la aplicacion inicial.

El tratamiento con FLZ (1,0 ug/ml) provocéd una leve disminucion en la viabilidad a
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partir de las 3 horas de ensayo hasta las 10 horas, siendo la pérdida mas patente en el

mutante y manteniéndose hasta las 24 horas.

Estos resultados sugieren preliminarmente que C. parapsilosis presenta distinta
susceptibilidad a Fluconazol e Itraconazol, a pesar de ser ambos, sustancias azdlicas de
segunda generacion con idéntico mecanismo de accién antifungica (incorporan tres
nitrégenos en su molécula). Estos resultados también sugieren que la doble interrupcion
de las trehalasas podria potenciar la accion toxica de los azoles en C. parapsilosis, ya
que al haber una tasa de supervivencia menor en el mutante afc7A/ntcIA (carente de las
enzimas trehalasa dcida y trehalasa neutra) parecen presentar una mayor susceptibilidad

a la accion fungicida del Itraconazol, siendo menor con Fluconazol (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Efecto de los antifangicos azdlicos clinicos Fluconazol (FLZ) e
Itraconazol (ITR) sobre la viabilidad celular de C. parapsilosis. Muestras idénticas de
las cepas AM2001/0013 y su mutante nulo atcIA/ntcIA fueron recogidas de cultivos
crecidos en YPD a 37° hasta fase exponencial (D.O.s00nm = 0,8-1,0) y posteriormente
tratadas durante 24 horas con las siguientes dosis: FLZ (1,0 pug/ml) e ITR (0,3 pug/ml). Se
aplico validacion estadistica mediante Mann-Whitney-Wilcoxon, siendo las diferencias
de las medias significativas a P<0,05 (*) y P<0,01 (**).
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Crecimiento colonial en medio sélido

El proposito de este ensayo fue complementar los resultados de recuento de células
viables en medio liquido con el crecimiento colonial equivalente en medio sé6lido. Estos
resultados nos permitirdn confirmar o descartar las evidencias previas. El experimento
se realizo por duplicado, de manera que los datos mostrados en la Figura 4.12
corresponden a una imagen representativa del conjunto de placas contado en dicho
ensayo. Se puede observar que, al igual que ocurre en medio liquido, a partir de las 10
horas de tratamiento tanto la cepa silvestre como el mutante atcI/A/ntcIA registraron
una disminucion en el niamero de colonias con el tratamiento con Fluconazol pero,
sobre todo, tras la aplicacion de Itraconazol, siendo en el tltimo caso la cantidad total de
colonias del mutante inferior a la cepa parental. En cambio, a las 24 horas se puede
percibir una cierta recuperacion de la viabilidad en la cepa parental tratada con

Itraconazol (Figura 4.12).

Simultdneamente, para corroborar la validez de nuestra aproximacion, el crecimiento
celular también fue determinado por turbidimetria, tomando muestras del cultivo a lo
largo de las 24 horas del ensayo y midiendo la densidad optica a una longitud de onda
de 600 nm, para saber de qué manera podria afectar el antifingico aplicado sobre el
ciclo de crecimiento de las levaduras. Se hicieron varias diluciones para asegurar que la
medicion de la densidad oOptica fuese la correcta entre el valor medido y el namero de

células real del cultivo (Figura 4.13).

Figura 4.12. Representacion del crecimiento colonial en medio YPD solido de C.
parapsilosis. Se partié de muestras celulares iguales en crecimiento exponencial de las
cepas, que fueron sometidas a 1(A), 3(B), 10(C) y 24 horas (D) de tratamiento a 37°C con
Fluconazol (FLZ) 1,0 ug/ml e Itraconazol (ITR) 0,3 ug/ml. Se realizaron diluciones
seriadas de C. parapsilosis y su mutante atcIA/ntcIA, y 5 ul de cada dilucion se
dispensaron en forma de gota (“spot”) sobre el medio YPD sdlido. Las placas se

incubaron 24 h a 37°C antes de ser fotografiadas (Pagina siguiente).
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Figura 4.13. Representacion de la cinética de crecimiento, como densidad 6ptica
medida a partir de las muestras celulares de C. parapsilosis Cp y el mutante
atclM/ntclA, tras la exposicion a los azoles. La curva de crecimiento se monitorizd en
medio YPD. Las muestras se recogieron tras 1, 3, 6, 10, 22, 24 y 48 horas de tratamiento

con FLZ (1,0 ug/ml) e ITR (0,3 ug/ml). Para otros detalles, ver Métodos.

ACTIVIDADES ANTIOXIDANTES DE LAS CEPAS AM2001/0013 (Cp) vy
atcINntcIA EN RESPUESTA A LOS ANTIFUNGICOS FLUCONZOL E
ITRACONAZOL

Evidencias recientes sugieren que ciertos antifingicos poseen un modo de accion
mas complejo de lo que se creia previamente, donde la actividad oxidante interna
contribuye a la patogenicidad [16,19]. Este mecanismo se ha demostrado en los
polienos (Anfotericina B), pero no es tan evidente en equinocandinas (Micafungina)
[48,49,51]. En consecuencia, se procedié a determinar si también tenia lugar la
generacion de estrés oxidativo como segunda diana en el caso de azoles de segunda
generacion, como Fluconazol e Itraconazol. Ambos actian uniéndose a una enzima
clave que intervienen en la ruta de biosintesis del ergosterol: la 140 demetilasa. Por
tanto, la membrana de las levaduras pierde fluidez y permeabilidad [16,19,22]. Debido a
esto, se procedid a determinar las mismas actividades enzimaticas con funcion

antioxidante, que previamente han sido estudiadas en esta memoria.



Catalasa

La determinacion de actividad catalasa basal reveld en primer lugar que no parecen
existir diferencias relevantes entre la cepa parental y el mutante homocigotico
atcIA/ntcIA, por lo que la superior acumulacion de trehalosa del mutante no implicaria
aumentos o disminuciones de importancia en esta actividad antioxidante. La inclusiéon
de un agente oxidante (50 mM H»0;) provocd una drastica reduccion de la actividad
catalasa en ambos tipos celulares, que podria ser debida, en parte, a su efecto toxico
sobre la viabilidad celular. Respecto al efecto de la exposicidon con antifiingicos sobre
los niveles de catalasa en extractos libres de célula, se observo una respuesta distinta en
la cepa parental y en el mutante. El tratamiento con FLZ (1,0 ug/ml) indujo una ligera
disminucion en las células Cp, sin que se apreciara ninguna variacion significativa en
las atcIA/ntcIA con respecto a los controles sin tratar. La adicion de ITR (0,3 pg/ml)

produjo el resultado opuesto (Figura 4.14). Las medidas se repitieron por triplicado.
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Figura 4.14. Efecto de los antifingicos FLZ a 1,0 ug/ml e ITR 0,3 ug/ml sobre la
actividad catalasa de C. parapsilosis. Los tratamientos con dichos antifingicos se
aplicaron sobre muestras celulares idénticas durante una hora a 37° sobre cultivos de las
cepas AM2001/0013 (parental) y su mutante isogénico atcIA/ntcIA, que previamente se
crecieron en medio YPD hasta fase exponencial (ver métodos). El tratamiento estadistico
aplicado a los datos fue mediante el test de Mann-Whitney-Wilcoxon, siendo las
diferencias de las medias significativas a P<0,05 (*) y P<0,001 (**%*).

Descartando las dosis utilizadas, no disponemos por el momento de una explicacion

satisfactoria que permitan correlacionar el contenido intracelular de trehalosa



sintetizado (Tabla 4.3) con la respuesta antioxidante. Quiza el largo periodo de tiempo
transcurrido desde la aplicacion clinica del Fluconazol, haya favorecido la aparicion de
resistencias y de especies flngicas que requieren mayores dosis terapéuticas. Por otra
parte, el hecho de que la cepa atcIA/ntcIA (carente de las dos trehalasas responsables de
la hidrdlisis de la trehalosa) muestre un descenso estadisticamente significativo de su
actividad catalasa en respuesta al ITR (0,3 ug/ml), siendo practicamente insensible al
FLZ (1,0 ug/ml), podria indicar que ambos antifingicos producen un nivel diferente de
estrés oxidativo en esta levadura, siendo més alto en el mutante (Figura 4.14).
Adicionalmente, la caida parcial de actividad catalasa podria responder a la pérdida de
integridad celular causa por el Itraconazol, mientras en condiciones normales la célula
estaria protegida gracias a la concentracion basal de trehalosa acumulada (ver Tabla
4.3), sin que la presencia de los antifungicos produzca un incremento suplementario en

la sintesis de de este disacarido (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Contenido intracelular de trehalosa en respuesta a los tratamientos con
los antifingicos FLZ (1,0 ug/ml) e ITR (0,25 y 1,0 ug/ml) en las cepas parental (Cp)y
mutante atcIA/ntclA de C. parapsilosis. Los cultivos crecieron hasta fase exponencial y
posteriormente se aplicaron los tratamientos durante una hora. Los valores de trehalosa
endogena se expresan como nmoles/mg peso himedo y se indica la desviacion estandar
de las medidas.

TRATAMIENTO Cp atclNntclA
Control 3,0+0,1 (1,0) 4,5+0,7 (1,0)
FLZ 1,0 ug/ml 2,7+0,2 (0,9) 5,0+0,2 (1,1)
ITR 0,3 pug/ml 2,84+0,2 (0,9) 4,3+0,3 (0,9)

Superoxido dismutasa (SOD)

El mutante atcIA/ntcIA aumentd su actividad SOD sélo cuando se aplico la una
concentracion de FLZ 1,0 pg/ml, mientras con ITR 0,3 pug/ml se observo la respuesta
contraria (Figura 4.15). Por el contrario, en la cepa silvestre las muestras tratadas con
los dos azoles experimentaron un ligero incremento de su actividad SOD respecto al
control (Figura 4.15). Esta reduccion provocada por el ITR en la cepa mutante es similar
a la registrada en la actividad catalasa, y podria llevar a la conclusion de que las células
serian més sensibles a la accion de este antifingico por no incrementar su contenido

basal de trehalosa durante la fase exponencial (carecen de las dos enzimas trehalasas



[Capitulo 1]

que hidrolizan la molécula). En este caso no seria operativo un mecanismo de
compensacion entre la sintesis de trehalosa y la activacion de sistemas enzimaticos
antioxidantes para defenderse de la toxicidad causada por azoles [49]. No obstante, esta
idea necesita de mayor apoyo experimental para ser confirmada. Es jresefiable que la
adicion de un oxidante fuerte (50 mM H»03) tenga un efecto menos pronunciado sobre

la actividad SOD en comparacién con la catalasa (Figuras 4.14 y 4.15).
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Figura 4.15. Efecto de los dos azoles estudiados sobre la actividad superoxido
dismutasa (SOD). Las cepas AM2001/0013 y atciA/ntcIA se crecieron hasta fase
exponencial y posteriormente se aplicaron los antifungicos FLZ a 1,0 ug/ml e ITR 0,3
ug/ml. El tratamiento estadistico fue también mediante Mann-Whitney-Wilcoxon, siendo
las diferencias de las medias significativas a P<0,05 (*).

Contenido de trehalosa enddgena

La existencia de una respuesta general coordinada en levaduras frente a estrés
oxidativo, ha recibido un considerable apoyo experimental [49,53]. La sintesis de
trehalosa y la activacion de enzimas antioxidantes forman parte de esa defensa comin
[30,31]. Por tanto, en los mismos cultivos donde se han determinado las actividades
catalasa y SOD, se valor¢d el contenido enddgeno de trehalosa. Como se aprecia en la
Tabla 4.3, aunque el mutante presentd un mayor contenido basal de trehalosa enddgena,
como se ha mostrado previamente (Tabla 4.2), ya que carece de trehalasa neutra, la

presencia de los azoles no indujo modificaciones relevantes en la sintesis del disacarido
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en cualquiera de los dos tipos celulares. Las ligeras fluctuaciones registradas son
probablemente debidas al error experimental del método seguido. En consecuencia,
podemos concluir que los azoles a diferencia de la AmB no ejercen su efecto toxico a

través de cambios en el nivel intracelular de trehalosa (Tabla 4.3).
Formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS)

Si bien, las evidencias mostradas hasta ahora apuntan a una accion anti-candida de
los azoles independiente del establecimiento de un estrés oxidativo interno,
consideramos conveniente verificar este extremo, al igual que se hizo anteriormente con
AmB y MF. Se sigui6 idéntico protocolo utilizando el fluorocromo DHF, en este caso
tras la adicion de Fluconazol e Itraconazol, determinando la formaciéon de ROS
intracelular mediante citometria de flujo. Para comprobar la validez del ensayo, se
analiz¢ el paso de 10.000 células en promedio por el citdbmetro y los datos obtenidos se

representan en la Figura 4.16.

Como indica la gréafica, los valores de ROS enddgeno medidos utilizando como
agente oxidante de referencia el peroxido de hidrogeno (50 mM) con respecto al control
sin tratar (zona gris), variaron significativamente tanto en la cepa parental como en el
mutante, y entre ellas se registré una poblacion de tamanio considerable en las células
parentales y una poblacion un poco mas pequeia en la cepa atcIA/ntcIA que producian
niveles elevados de ROS. Por el contrario, tras el tratamiento de FLZ no se detecto
ningun cambio relevante en los niveles de ROS en ninguna de las dos cepas estudiadas
(Figura 4.16). Con estos datos, queremos resaltar que no hubo generacion cuantificable
de ROS, ya que la dihidrofluoresceina no se oxidé mas que en la muestra control. A su
vez, la aplicacion de ITR (0,3 pug/ml) si produjo ROS endoégeno en cantidades
significativas, como se puede apreciar en el histograma de la grafica (histogramas de

color naranja), sin que existan diferencias relevantes entre ambas estirpes celulares.
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Formacion de Ros ( DHF)

H,0, 50mM Flz 1,0 ug/ml Itr0,3 ug/mi
Cp 150
150

Media geométrica |
Control =15,96 '|“.§
H,0,=1794,28 . |
Flz =18,38 / ~
Itr=41,90 g [ k-

B f \ E

& Jo 2

‘,." LY ., -
FL1-H 104 FL1-H 1ot FL1-H 10
H,0, 50mM Flz 1,0 ug/ml Itr0,3 pg/ml
atcl/ntcl
Mediageomeétrica 150
Control =18,80 150 150
H,0,=126,82
Flz =20,76 N
Itr=53,47 4
, " |
3 Y 3 4 ;-
f S il |
z el \., z Y z
FLi-H 10! I FL1-H 10 ) FL1-H 100

Figura 4.16. Produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las cepas de C.
parapsilosis analizadas tras ser sometidas a exposicion antifiingica. Los histogramas
muestran los resultados recogidos al analizar el paso de 10.000 células por el citdmetro de
flujo, tras la aplicacion de los siguientes tratamientos: FLZ (1,0 pug/ml) e ITR (0,3 pug/ml)
junto con el control positivo (H20,) para determinar la produccion de ROS. El area
representada en gris corresponde al control negativo del ensayo (muestras sin tratar) y las
regiones coloreadas en verde, fucsia y naranja a la exposicion con H,O,, FLZ e ITR,
respectivamente.

Efecto sobre el potencial de membrana mitocondrial analizado mediante
rodamina.

El andlisis de las levaduras mediante tratamiento con rodamina, se realizd para
detectar posibles cambios en el potencial de membrana mitocondrial. Se llevd a cabo
empleando la misma técnica de citometria de flujo antes explicada y los resultados se

pueden observar en la Figura 4.17.

Tomando como referencia los ensayos con las cepas parental y mutante analizadas
con DHF para averiguar la produccion de ROS, el tratamiento con rodamina en el caso
del control positivo (H207), manifestd6 una cierta actividad respiratoria mitocondrial
porque hay un aumento -aunque sea leve- en la actividad oxidativa de las enzimas que
estan degradando el peroxido, asi como otros radicales libres en los dos tipos celulares
(Figura 4.17). Cuando se adicion6 Itraconazol, se pudo ver que en la cepa parental no
existen alteraciones del potencial de membrana, mientras que en la cepa atcIA/ntcIA si

se produjo un claro aumento de dicho potencial. En consecuencia, las actividades de las
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enzimas mitocondriales estarian produciendo radicales libres que no serian degradados
por la actividad antioxidante (catalasa y SOD), proporcionando asi una explicacion

plausible sobre la pérdida de viabilidad celular que ocurre en presencia de Itraconazol.
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Figura 4.17. Efecto de los antifungicos azélicos sobre el potencial de membrana
medido con rodamina. Los histogramas mostrados analizan el paso de 10.000 células
por el citometro de flujo tras la aplicacion de los diferentes tratamientos con FLZ e ITR
mas un control positivo (H20). La parte en gris se corresponde con el control negativo o
muestras sin tratar y las regiones coloreadas en verde, fucsia y naranja a la exposicion con
H>0O,, FLZ e ITR respectivamente.

Los histogramas registrados para la valoracion con rodamina tras la adicion de
Fluconazol presentaron el mismo tipo de diagrama y resultados previamente obtenidos
para la dihidrofluoresceina (DHF; Figura 4.16.), lo que permite concluir de forma inicial
que, con este antifungico la produccion de ROS en la mitocondria fue practicamente

nula, proceso que tiene lugar de manera paralela con la falta de deteccion de

alteraciones en el potencial de membrana (Figura 4.17).
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La inhibicion de la cadena respiratoria neutraliza la accion toxica del Itraconazol.

Los datos relativos a la produccion endogena de ROS mostrados previamente (Figura
4.16) parecen sugerir la participacion de un estrés oxidativo interno asociado a la
capacidad antifungica del Itraconazol. Puesto que las ROS son generadas
principalmente en las mitocondrias, como productos intermedios de la cadena de
transporte de electrones, quisimos evaluar la hipotética funcion de esta cadena
respiratoria en la formacion de ROS, tras un tratamiento con Itraconazol. A tal fin, se
utilizd rotenona, un inhibidor especifico del complejo I (NADH deshidrogenasa:
ubiquinona oxidoreductasa). La concentracion de rotenona fue 0.156 mM, escogida a
partir de estudios similares con AmB y MF [48,50,54]. Esta dosis causa una
disminuciéon del crecimiento celular (medida como absorbancia), pero las células

permanecen viables [48,50,54].

La adicion de rotenona a un cultivo exponencial (YPD -37°C) conteniendo
Itraconazol (0,3 ug/ml), neutraliz6 la accion inhibitoria del antifiingico, tanto en las
células del tipo parental como del mutante atc/A/ntcIA nulo, siendo la cinética de
crecimiento con rotenona muy similar a la del ensayo control, sin tratar (Figura 4.18).
De nuevo, el efecto inhibitorio del azol fue mas acusado en la cepa mutante que en la

estirpe silvestre isogénica.

La inclusiéon de rotenona 0,156 mM revertié la accion toxica del Itraconazol,
restaurando la viabilidad de C. parapsilosis a niveles similares a los del ensayo control
sin tratar (Figura 4.19). Resultados similares se registraron mediante el recuento de
UFC/ml en placas de YPD solido, inoculadas e incubadas durante 24-48 h a 37°C
(Figura 4.20). Es particularmente resefiable la accion protectora de la rotenona sobre la
integridad celular en ambas condiciones, reflejada en el notable incremento de las

colonias, que se pudo detectar a las 10 h de tratamiento (Figuras. 4.19 y 4.20).
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Figura 4.18. Accion de la rotenona sobre la capacidad antifingica del ITR determinada a
lo largo de las curvas de C. parapsilosis: cepa parental (Cp) y el mutante atcIA/ntcIA.
Alicuotas idénticas conteniendo Itraconzaol, se incubaron en ausencia o presencia de rotenona
(Rot) 0,156 mM y se monitorizaron tras 1, 2, 5, 10 y 24h frente a una muestra sin tratar.

Ya que la acumulacion significativa de ROS causa daflos notables sobre
macromoléculas esenciales de la célula, como proteinas, lipidos de membrana o el
ADN, evaluamos a continuacion si la rotenona actuaba inhibiendo la formacion
intracelular de ROS tras la posterior adicion de Itraconazol. Para ello, una alicuota de
células exponenciales fue pretratada durante 1 h a 37°C con 0,156 mM Rotenona, e
inmediatamente expuesta con 0,3 pg/ml Itraconazol durante otra hora; siendo la
produccion de ROS cuantificada mediante citometria de flujo [48,54]. La presencia de
rotenona dio lugar a un menor nivel de acumulacién intracelular de ROS en los dos

tipos celulares, en comparacion con idénticas células incubadas en ausencia del
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inhibidor de la cadena respiratoria (Figura 4.21). En consecuencia, nuestros resultados

permiten colectivamente concluir que la acciéon deletérea del Itraconazol sobre

C. parapsilosis requiere la participacion, al menos en parte, de la cadena de transporte

de electrones mitocondrial.
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Figura 4.19. Analisis del
efecto de la rotenona sobre
la viabilidad celular en
medio YPD liquido de
cultivos de C. parapsilosis
parental (Cp) y el mutante
nulo  atcIAntcIA. Las
células se incubaron en
medio YPD liquido en
ausencia o presencia de
rotenona 0,156 mM durante
1h y 10h a 37°C, momento
en el que se realizaron
diluciones seriadas que se
dispensaron en placas de
YPD, posteriormente
incubadas durante 24 o 48 h.
El recuento del numero
viables se realiz6 en un
contador manual, estimando
entre 30 y 300 colonias por
placa. Se aplico validacion
estadistica mediante Mann-
Whitney-Wilcoxon, siendo
las diferencias de las medias

significativas a P<(0,01 (**).
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A) atcl/ntcl

Control

ITRO,3 pg/ml

ITR 0,3+ Rot
0,156 pg/ml

B)

Control

ITRO,3 pg/ml

ITR 0,3+ Rot
0,156 pg/mli

Figura 4.20. Representacion del crecimiento colonial en medio YPD solido de las cepas de
C. parapsilosis examinadas en esta Memoria. Se parti6 de muestras celulares iguales
recogidas en crecimiento exponencial de ambas cepas. A continuacion, fueron sometidas
durante 1h(A) y 10 horas (B) de tratamiento a 37°C con Itraconazol (ITR) 0,3 ug/ml e ITR 0,3
ug/ml + rotenona 0,156 mM. Se realizaron diluciones seriadas y 5 ul de cada dilucion se
dispensaron en forma de gota (“spot”) sobre el medio YPD so6lido. Las placas se incubaron 24 h
0 48 h a 37°C antes de ser fotografiadas.

Efecto de los azoles sobre la morfologia celular de Candida parapsilosis

Los analisis de viabilidad se completaron con un estudio de la morfologia
levaduriforme mediante microscopia Optica, con el fin de observar las posibles
alteraciones producidas sobre las células de C. parapsilosis por la accion de los

antifungicos Fluconazol e Itraconazol.
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Figura 4.21. Analisis de la inclusion de rotenona sobre la produccion de ROS en
cultivos de C. parapsilosis parental y atcIA/ntcIA tratados con el antifungico
Itraconazol. Los histogramas muestran los resultados recogidos al analizar el paso de
10.000 células por el citometro de flujo, tras la aplicacion de los siguientes tratamientos:
ITR (0,3 pg/ml) e ITR (0,3 pg/ml) + rotenona 0,156 mM, junto con el control positivo
(H20,) para determinar la produccion de ROS. El area representada en gris corresponde al
control negativo del ensayo (muestras sin tratar) y las regiones coloreadas en verde,
naranja y azul a la exposicion con H,O, ITR e ITR+ Rot 0,156mM respectivamente.

Cultivos en fase exponencial fueron analizados mediante la técnica de microscopia
interferencial de Nomarski. Se realizaron fotografias de las muestras celulares a 1, 3, 10
y 24 horas del tratamiento, pero centramos el estudio en las micrografias de muestras
tomadas las 24 horas, cuando fueron apreciadas mas evidencias de cambios

morfoldgicos debido a la aplicacion de los antifungicos.

En las micrografias tomadas del ensayo control (sin tratar), se advirti6 que ambas
cepas presentan una morfologia levaduriforme tipica denominada blastoconidio o
blastospora (Figura 4.22), correspondiente a células que se reproducen asexualmente
por gemacion polar (Figura 4.22). Por otro lado, con el tratamiento de ambos azoles,

tuvo lugar una disminucion aparente del volumen celular, asi como del nimero de
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células por campo, coincidente con los resultados de viabilidad en el mutante, siendo

mas evidente en el mutante nulo.

Igualmente, las células tendieron a la formacion de agregados que se intercalaron con
estructuras tipo pseudohifa (células que permanecen unidas a la madre después de
dividirse), claramente apreciables en las células silvestres (Figura 4.22). La aplicacion
del tratamiento con Fluconazol (1,0 pug/ml) provocd la aparicion del mismo tipo de
agregados celulares, aunque de manera menos evidente, y apenas presentd agrupaciones

con apariencia de pseudohifas.

¢  Control

Figura 4.22. Fotografias correspondientes a la observacion microscopica por
contraste interferencial de Nomarski (100x) del efecto sobre la morfologia de las dos
cepas de C. parapsilosis con los tratamientos de los antifingicos FLZ e ITR después
de 24 horas de tratamiento a 37°C. Muestra células levaduriformes o blastoconidios
(flecha negra), células reproducidas por gemacion (flecha roja) y pseudohifas (flecha
amarilla).
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Capacidad de C. parapsilosis para desarrollar biofilms en presencia de ltraconazol

Las infecciones por especies del género Candida que cursan con la formacion de
peliculas sobre superficies o sustratos solidos (biofilms) representan una grave amenaza
para la salud de pacientes sujetos a una hospitalizacion prolongada, especialmente los
que padecen un status inmunocomprometido [50,51]. Una complicacion importante
surge por las escasas terapias disponibles para combatir los biofilms resistentes a
antibidticos [55]. La posible eficacia del Itraconazol contra el desarrollo de biofilms
preformados en placas de estireno (ver Métodos) ha sido evaluada en las dos cepas de

C. parapsilosis objeto de estudio.

La viabilidad de las células "sésiles" formadoras de biofilms activos se ha evaluado
mediante el ensayo de reduccion del XTT (ver Métodos). la incubacion de biofilms
preformados de las dos cepas con los antifingicos ensayados durante 24 horas, produjo
un notable descenso en todos los casos en la actividad metabolica de las células sésiles

fijadas (Figura 4.23).
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Figura 4.23. Actividad mitocondrial de las células formadoras de biofilms en C.
parapsilosisy su mutante expuestas a los diferentes tratamientos. La actividad metabolica de
las biopeliculas formadas durante 24h en placas de 96 pocillos de fondo plano, se cuantificd
mediante el ensayo de reduccion de XTT (ver Mcétodos). Se registraron diferencias
estadisticamente significativas (* = P <0.05) y (*** = P <0.001) con respecto a un control no
tratado segun el test U de Mann-Whitney.



De nuevo, el mutante mostré una mayor susceptibilidad y la accion inhibitoria del
Itraconazol sobre el biofilm fue mayor que la del Fluconazol (Figura 4.23). Es
destacable que la presencia de perdxido de hidrogeno produjo una menor tasa de
biofilms funcionales en el mutante, siendo similar a la registrada con el Fluconazol
(Figura 4.23). El conjunto de estos datos refuerza la estrategia de utilizar el
metabolismo de la trehalosa como una prometedora diana antifingica en levaduras

patdgenas.



De forma general, las conclusiones de este epigrafe experimental recogido en la
presente Memoria apoyan la participacion de un estrés oxidativo intracelular como un
mecanismo que contribuye a la accion toxica de los antifungicos azolicos. En algin
caso, deben considerarse como preliminares y no definitivas, siendo necesario realizar
un trabajo experimental adicional para ratificar los resultados. No obstante, permiten
encauzar investigaciones posteriores sobre la susceptibilidad de Candida parapsilosis a
los antifingicos de uso clinico aqui analizados, tomando como modelo la carencia de
las enzimas que participan en la hidrélisis de trehalosa. Ello supone una mayor
concentracion endogena de este disacarido de gran importancia en la fisiologia de las
levaduras. A partir de estas premisas, los datos experimentales obtenidos sirven para

formular las siguientes conclusiones:

L. El contenido intracelular de trehalosa aumenta en respuesta al tratamiento
antifungico aplicado, siendo més evidente en el caso de Anfotericina B y menos
relevante con los dos azoles utilizados: Fluconazol e Itraconazol.

IL. La carencia de los genes ATCI1 (codifica la actividad trehalasa acida) y NTCI
(codifica la actividad trehalasa neutra), provoca un aumento en la sensibilidad de
C. parapsilosis frente a Anfotericina B e Itraconazol, afectando
significativamente la viabilidad celular en respuesta a ambos antifungicos.

I1L. La eficacia toxica del tratamiento con Anfotericina B e Itraconazol sobre C.
parapsilosis se incrementa con el tiempo de incubacidn, lo que implica una
elevada estabilidad de los antifingicos.

IV.  La exposicion a Micafungina, aunque inicialmente dio lugar a un aumento en el
porcentaje de viabilidad, cuando los cultivos se someten a un tratamiento a largo
plazo, apenas causa variaciones resefiables durante 24 horas, indicando baja
susceptibilidad in vitro a las equinocandinas por parte de C. parapsilosis.

V. La doble ausencia funcional de las dos trehalasas puede potenciar la accion
toxica de los azoles en C. parapsilosis, lo que se traduce en una menor tasa de
supervivencia en el mutante atc1A/ntclA. La mayor susceptibilidad corresponde
a la accion fungicida de Itraconazol, siendo menor con Fluconazol.

VI.  Los niveles de las actividades enzimaticas medidas: Catalasa y Superoxido

dismutasa (SOD) mostraron variaciones tanto en funcion del antifungico



VIL

VIIL

aplicado (Anfotericina B, Micafungina, Fluconazol e Itraconazol), como de cada
cepa especifica de C. parapsilosis: especie parental y mutante deficiente en la
hidrolisis de la trehalosa (atc1A/ ntc1A).

Las determinaciones concurrentes de la produccion endogena de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y del potencial de membrana mitocondrial,
confirman que en C. parapsilosis la generacion de un estrés oxidativo
intracelular, constituye un importante mecanismo de toxicidad inducido por
Anfotericina e Itraconazol, siendo casi inapreciable en el caso de Micafungina y
del otro azol utilizado: Fluconazol.

Las dos cepas investigadas en esta Memoria son capaces de formar biofilms
funcionales. La adicion de los azoles produjo una reduccidon notable en la
actividad metabolica de las células sésiles constitutivas de dichos biofilms
preformados durante 24 horas. dicha reduccién fue mayor en el mutante nulo y
en presencia de Itraconazol respecto al Fluconazol. A su vez, el peroxido de

hidrogeno también fue capaz de afectar la viabilidad de las células sésiles.



CAPITULO I

ANALISISBIOINFORMATICO DEL METABOLISMO DE LA
TREHALOSA EN LEVADURAS






En el Capitulo I de esta Tesis Doctoral se han descrito en detalle las principales
propiedades fisico-quimicas, los distintos aspectos biologicos, asi como el interés en
ciencia basica y las potenciales aplicaciones de la trehalosa. A partir de estas
consideraciones y, motivados en parte por los dréasticos cambios en el trabajo de
investigacion derivados de la dramatica aparicion de la pandemia de COVID-19 a
comienzos de 2020, se ha planteado un segundo bloque independiente del anterior con
el fin de completar la Memoria. Este capitulo se ha centrado en el estudio
bioinformatico detallado de los genes involucrados en las rutas metabdlicas de la
trehalosa, tanto la biosintesis como la hidrdlisis. A continuacion, se presenta una breve
introduccion que resume las principales propiedades de las mismas. Para disponer de

una informacion mas extensa, se debe consultar la primera parte de esta Tesis Doctoral.

La trehalosa es un disacarido no reductor formado por dos moléculas de glucosa
unidas por un enlace glucosidico tipo a: 1-1 (a-D- glucopiranosil, a-D glucopirandsido).
Este disacarido estd ampliamente conservado a lo largo de la evolucion en una variedad
de organismos procariotas y eucariotas, donde cumple un importante nimero de
funciones fisioldgicas tales como servir de fuente de carbono, reserva de carbohidratos,
protector frente al estrés nutricional y medioambiental, regulador del metabolismo, e
incluso transductor de sefiales o como factor de virulencia [32-40]. Estas funciones de la
trehalosa en la biosfera se deben tanto a su estructura quimica singular como a sus
propiedades fisicas [33-40]. La ausencia de trehalosa en vertebrados representa una
excepcion que podria explicarse por la evolucion divergente en el linaje seguido por los

invertebrados y vertebrados [29-33].

La biosintesis de la trehalosa se realiza a través de varias vias dependiendo del
sistema bioldgico especifico estudiado. En todas ellas se genera trehalosa libre como
producto final, pero difieren en los sustratos, asi como en las enzimas implicadas [57].
Una descripcidon mas pormenorizada de las mismas, incluyendo la naturaleza
bioquimica de las reacciones y los organismos concretos, se recogera en los apartados
correspondientes a las actividades trehalosa sintasa y trehalosa fosfatasa. Por el
contrario, la hidrolisis del disacarido se limita esencialmente a la accion catalitica de la

enzima trehalasa, una o-glucosidasa que tiene a la trehalosa como Unico sustrato. La



trehalasa rompe el enlace glucosidico a,a-1,1 del disacarido para producir dos

moléculas de glucosa [29,40,42].

A continuacién, se recupera un esquema global de las reacciones metabolicas

implicadas en la biosintesis e hidrolisis de trehalosa, ya incluido en el capitulo .
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Figura 4.1. Enzimas implicadas en el metabolismo de trehalosa: A) Primera etapa de la
biosintesis (sintasa); B) Segunda etapa de la biosintesis (fosfatasa) y C) Hidrolisis
(trehalasas).

Posibles relaciones filogenéticas en el metabolismo de la trehalosa entre
procariotasy eucariotas.

La presencia de trehalosa ha sido ampliamente documentada en la biosfera, estando
presente tanto en organismos procariotas (arqueas y bacterias) como eucariotas (hongos,
insectos, crustaceos, invertebrados y plantas), pero no en vertebrados [29,56-58]. Los
analisis filogenéticos realizados revelan una notable divergencia, consistente con las
distintas funciones realizadas por el disacarido, siendo utilizado como fuente de carbono

exogeno y soluto compatible en numerosas bacterias, mientras en hongos y plantas



actia como protector de la integridad celular en respuesta a estrés y compuesto de
reserva. A su vez, en los insectos la trehalosa es el principal azlcar presente en la
hemolinfa y otros tejidos, siendo movilizado como fuente de energia durante el vuelo
[29,32,33,42]. Sin embargo, resulta sorprendente que las bacterias hayan desarrollado
un sistema genético muy elaborado que incluye hasta cinco rutas metaboélicas diferentes
involucradas en la biosintesis de trehalosa, mientras los eucariotas sélo disponen de una
sola via [57]. Ademas, los dos genes, TPST (trehalosa sintasa) y 7PS2 (trehalosa
fosfatasa), estan presentes en "clusters" génicos que codifican proteinas independientes
en bacterias [33,57,59,60]. Por el contrario, en muchos hongos y plantas ambos

dominios aparecen fusionados en una sola proteina [57,60].

Por su parte, las trehalasas, enzimas responsables de la hidrélisis de trehalosa, han
sido descritas en los mismos grupos de organismos, con la diferencia de estar presentes
también en vertebrados. Todas las trehalasas se han clasificado dentro de las familias
glicésido hidrolasas 37 (GH37), GH65 y GHI15, de acuerdo con la base datos
Carbohydrate-Active enZyme (CAZy) database [61]. La familia GH37 contiene
esencialmente trehalasas de tipo neutro, mientras la GH65 incluye a las enzimas
denominadas “4cidas”-junto con algunas actividades trehalosa fosforilasa. A su vez, las
trehalasas descritas en varias especies de arqueas termoacidofilas, han sido incluidas en
la nueva familia GHI15 [57,61]. Los dominios cataliticos (CDs) de estas enzimas
habitualmente contienen una estructura tipo barril (a/a)s con dos aminoéacidos altamente
conservados, aspartico (Asp) y glutdmico (Glu), que funcionan como residuos

cataliticos esenciales en un mecanismo invertido [40,58,62].



El objetivo primordial planteado en este capitulo, ha consistido en realizar un analisis
bioinformatica individual y detallado, de los cuatro sistemas enzimaticos principales
implicados en el metabolismo de la trehalosa: (i) trehalasa neutra, (ii) trehalasa acida,
(111) trehalosa sintasa y (iv) trehalosa fosfatasa, a partir de las secuencias de genes y las
correspondientes proteinas depositadas en bases de datos con acceso directo. El estudio
se ha centrado en un grupo de levaduras patdgenas oportunistas clasificadas dentro del
género Candida.

El plan de trabajo seguido ha sido el siguiente:

1. Busqueda y alineamiento de las secuencias gendémicas y proteicas.

2. Estudio comparativo de las caracteristicas esenciales que presentan las enzimas en
un conjunto de especies con alta incidencia clinica (C. albicans, C. orthopsilosis, C.
tropicalis, C. maltosa, C. dubliniensis, C. parapsilosis y C. auris). Con fines
comparativos, se ha incluido Saccharomyces cerevisiae.

3. Analisis filogenético comparando arboles filogenéticos derivados de la
comparacion de secuencias.

4. Analisis de la conformacion de los centros cataliticos activos.
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MATERIALESY METODOS

Se escogieron las secuencias de las cuatro enzimas clave en el metabolismo de la
trehalosa en la levadura modelo S. cérevisiae. trehalasa neutra (Nthlp/ Ntclp) [N°
acceso en NCBI=GFP64010], trehalasa acida (Athlp/Atclp) [N°® acceso en
NCBI=NP 015351], trehalosa-6-fosfato  sintasa  Tpslp [N° acceso en
NCBI=AEP68509] y trehalosa-6-fosfato fosforilasa Tps2p [N° acceso en

NCBI=AJV11777]. Se examinaron dos bases de datos, una mas generalista: Genbank

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) [63] y otra mas especifica: Candida Genome

Database (http://www.candidagenome.org/) [64], que contienen las secuencias

gendémicas de varias especies de Candida, centrandonos en las descritas como
patogenos humanos. La muestra prioriza dos especies de Candida, que son objeto de
estudio preferente por nuestro grupo: la altamente prevalente C. albicansy el patdgeno
con elevada incidencia en neonatos, C. parapsilosis. El estudio también ha incluido el
hongo oportunista emergente C. auris, junto con otras levaduras clasificadas como "no-

albicans", tales como C. dubliniensis, C. tropicalis, C. orthopsilosisy C. maltosa.

Posteriormente, se realizaron apilamientos de las secuencias, para identificar aquellas
regiones de las proteinas que coincidan con el dominio catalitico de las glicosidasas

usando el programa Clustal Omega [65]. Los sitios potenciales de N-glicosilacion de

determinaron en el servidor PROSITE https://prosite.expasy.org/cgi-

bin/prosite/scanprosite_form.cgi?PS00001| enfrentando las secuencias al patron

PS00001 N-{P}-[ST]-{P} [66]. En paralelo, la secuencia de aminoacidos determinada
en el conjunto de los microorganismos en estudio se envid a modelar al servidor de

reconocimiento y homologia de proteinas Phyre2; Imperial College de Londres

(Proyecto Elixir) {http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) [67], que

permite generar un modelo de homologia mas preciso.

La filogenia de las secuencias de aminodcidos de las diversas proteinas se realizo
utilizando el programa ClustalW2-Phylogeny disponible en el servidor del Laboratorio

Europeo de Biologia Molecular (EMBL-EBI)

http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolform.ebi?tool=clustalw2 phylogeny&seq

uence=clustalw2-120141008-205527-0685-78599923-¢s) [68].
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http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolform.ebi?tool=clustalw2_phylogeny&sequence=clustalw2-I20141008-205527-0685-78599923-es

El analisis bioinformatico de cada uno de los sistemas enziméticos propuestos se ha
realizado de forma independiente. En primer lugar, se examind el tamafio promedio de
pautas de lectura abierta (ORF, del inglés Open Reading Frame) recopiladas para las
distintas enzimas en todas las especies de Candida nombradas anteriormente. A
continuacion, se resume en la Tabla 4.1 el nimero de aminoacidos de cada una de ellas.
Las distintas secuencias que conforman junto con sus plegamientos tridimensionales, se

iran analizando en profundidad con posterioridad.

Tabla 5.1. Nimero de aminoacidos que constituyen la secuencia primaria de la
correspondiente proteina en las especies de Candiday Saccharomyces estudiadas en
la presente tesis. Se presentan los datos de las cuatro actividades enzimaticas
involucradas en el metabolismo de la trehalosa

Nimero de aminodacidos

ESPECIES Trehalasa Trehalasa Trehalosa-6- Trehalosa
neutra acida fosfato sintasa fosfatasa

S. cerevisiae 751 1211 495 896

C. auris 819 1082 483 878

C. orthopsilosis 893 1070 480 881

C. parapsilosis 903 1039 487 882

C. albicans 907 1078 478 888

C. dubliniensis 902 1078 478 888

C. tropicalis 884 1083 478 889

C. maltosa 895 1044 478 881

HIDROLISISDE TREHALOSA: TREHALASAS

De forma inicial, esta Memoria ha abordado el estudio de los sistemas con actividad
a-glicosidasa sobre trehalosa, conocidas como trehalasas (E.C. 3.2.18). En levaduras y
hongos filamentosos normalmente coexisten dos patrones generales de actividad
trehalasa, que se diferencian por su ubicacion celular, secuencia de aminodacidos,
configuracion tridimensional, parametros cataliticos, papel fisiologico y mecanismos de

regulacion. Son las denominadas trehalasas neutras (Nthlp/ Ntclp) y trehalasas acidas



(Athlp/Atclp). Un resumen de sus caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas mas

relevantes se muestra en la Tabla 5.2.

Las trehalasas neutras son enzimas citosélicas que desarrollan su maxima actividad
catalitica a pH neutro (7,0) siendo activadas por cationes divalentes (Mn>* y Ca*") y
reguladas por proteinas quinasas dependientes de AMPc (PKA) (Tabla 5.2). La
trehalasa neutra (Ntclp o citosolica) juega un papel primordial en la degradacion de la

trehalosa endogena, acumulada en el citosol [40].

Tabla 5.2. Parametros bioquimicos y propiedades fisioldgicas mas relevantes de las
trehalasas fungicas. Los datos se han recopilado esencialmente a partir de los modelos
arquetipo de levaduras Saccharomyces cerevisiae y Candida albicans. Modificada a
partir de Maicas éf al. [40].

Trehalasa neutra Trehalasa acida
Toptima= 30 °C Tsptima= 30 °C
Mr= 180-320 kD Mr=400-550 kD
pHaeptimo=6,5-7,5 pHaeptimo =4,5-5,0
Km (mM)= 4,8-40 Km (mM)=1,5-4,7
Activacion por Ca*' 'y Mn*" Activacion independiente de cationes
divalentes

Enzima citosolica soluble Localizada en vacuolas o asociada a la

pared celular
Hidrdlisis de trehalosa intracelular en Hidrdlisis de trehalosa exogena

respuesta a estimulos fisiologicos

A su vez, las trehalasas acidas tienen accion catalitica a un pH Optimo de 4,5. Esta
enzima 4cida (Atclp o externa), se encuentra localizada dentro de las vacuolas o estd
asociada a la pared celular externa y se encarga de hidrolizar la trehalosa exogena del
medio. Su actividad catalitica no depende de cationes divalentes ni de fosforilacion
mediada por proteinas quinasas. En numerosos hongos estd sometida a represion

catabolica por glucosa [37,40,56,62].



Trehalasas neutras (Nth1p/ Ntc1p)

En el primer epigrafe de este capitulo, se estudian las trehalasas neutras, enzimas
citosolicas que actian a pH neutro (7.0), son activadas por cationes divalentes (Ca*" y
Mn?") y reguladas por fosforilacion reversible mediada por proteinas quinasas
dependientes de AMPc (PKA) (Tabla 5.2). Estas enzimas presentan valores elevados de
actividad especifica en presencia de aziicares fermentables y son inhibidas por Mg?*. La
trehalasa neutra (Ntclp o citosolica) juega un papel fisiologico primordial en la
degradacion de la trehalosa endogena, acumulada en el citosol, en respuesta a cambios

en las condiciones ambientales o nutricionales del medio [32,33,42,56].

Busqueda /n silico de potenciales actividades trehalasa neutra en especies del
género Candida

El gen NTCT se localiza en el cromosoma 1 de C. albicans. La pauta abierta de
lectura (ORF) corresponde a 2.724 pares de bases, que codifican una proteina de 907
aminodacidos con un Mr estimado de 104 kDa y dos sitios putativos para la fosforilacion
por cAMP-PKA, aunque no se han encontrado motivos de activacion por cationes
divalentes. Comparte un 57% de identidad con el gen NTHT de S. cerevisiae. La
proteina Ntclp también interviene en la movilizacion fisiologica de trehalosa enddgena,
aunque aparentemente no esta involucrada como factor de patogenicidad en C. albicans,
ni tampoco en la conversion dimorfica de levadura a hifa para formar una estructura

miceliar [69].

A su vez, la comparacion de las respectivas secuencias de aminoacidos utilizando el
programa GAP del paquete de software GCG [69] confirmé una identidad similar del
57% entre las trehalasas neutras Nthlp de S. cerevisiae y Ntclp de C. albicans. Sin
embargo, la trehalasa neutra de C. albicans es 156 aminoacidos mas larga que su
analoga de S. cerevisiae, localizandose este segmento adicional en el extremo
N-terminal de la molécula (20]. Igualmente, la secuencia de aminoéacidos deducida
mostrd dos sitios potenciales de fosforilacion dependientes de AMPc-PKA: Arg/ Arg/
Met/ Ser en la posicion 7 y Arg/ Arg/ Leu/ Ser en la posicion 210 [40,58,69]. En la
Figura 5.2 se muestra el apilamiento de secuencias de la trehalasa neutra de §.

cerevisiaey las especies de Candida seleccionadas en esta Tesis Doctoral.



[Capitulo 1]

Trehalase Ca binding domain pfam (07492)

S_cerevisiae FDNVS---------- PFKKTGFGKLQQTRRGSEDDTYSSSQGNRRFFIEDVDK 111
C_auris YHDVTSTDSLGGTTKPVEIQAPRP-ISQRRASLDSS - - -ILAPKKFYINDIDM 166
C_orthopsilosis YQHEDNSQSLAPP------- PQNT-LHFRRASLDDS - - -ILRPKKYYISDVQE 238
C_parapsilosis YQHEDNSQSLAPP - - ----- PQNT-LHFRRASLDDS - - -ILRPKKYYISDVQE 248
C_albicans YHDNISQESVIRNANTPTTYNREK -FHLRRGSLDES - -TFIRPKKYYINDVQG 239
C_dubliniensis YHDNISRDSVIRNANTPTTYNREK-FHLRRGSLDES- - TYVRPKKYYINDVQG 239
C_tropicalis YNDEIPQDSVAS----- LNSSREK -FHLRRQSLDEN- - -DLRPXKFYINDVQG 243
C_maltosa YHDNTSQESFAS ————— L--SREK- FHLRRGSVDEA———YLRPKKFYINDVQG LDELLA 239
B A I I T
S_cerevisiae AEDTDKNYQITIEDTGPKVLKVGTANSYGYKHINIRGTYMLSNLLQELTIAKSFGRHQIF 171
C_auris NEDTDHNFQITIEDSGPKVLNLGTANSNGYNQFAVRGTYQLSNLLQELTIAKRFGRNQMI 226
C_orthopsilosis NEDTDNNCQITIEDTGPKVLRLGTANSNGFKSSSVRGTYMLSNLLQELTIASRFGRHQII 298
C_parapsilosis NEDTDNNCQITIEDTGPKVLRLGTANSNGFKSSSVRGTYMLSNLLQELTIASRFGRHQIV 308
C_albicans NEDTDNNCQITIEDTGPKVLRLGTANSLGINQSSIRGTYRLSNLLQELTIASRFGRHQIV 299
C_dubliniensis NEDTDNNCQITIEDTGPKVLRLGTANSLGINQSTIRGTYRLSNLLQELTIASRFGRHQIV 299
C_tropicalis NEDTDNNCQITIEDTGPKVLRLGTANSLGFYQTSVRGTYMLSNLLQELTIASRFGRHQII 303
C_maltosa NEDTDNNCQITIEDTGPKVLRLGTANSGGFYQSTIRGTYMLSNLLQELTIASRFGRSQII 299
3!*3!(*:* *!l*!i:(lllt.:***** * :ll,l ll*l*!!****. EE 2 3 l:'
Alfa, alfa-trehalase pattern (PLN02567)
PS00927
S_cerevisiae LAMEEHFNPSTGEKT|LIGYPYAVPGGRFNELYGWDSYMMALGLLEANK - - = - == === - - 323
C_auris LEAKPGPDG--- -~ LQNEPYVVPGGRFNELYGWDSYMIVLGLLLDATP -~ -~~~ EDQKN 389
C_orthopsilosis IESRLDPED- - -PTNLIGWPYVVPGGRFNELYGWDSYMETLGLLTDVHP - - - - - GKNVEH 464
C_parapsilosis IASRPDPND- - -PNNLTGWPYVVPGGRFNELYGWDSYMETLGLLTDVHP - - - - - GQNLDH 474
C_albicans IATRPDPQA-PDSGYLISWPYVVPGGRFNELYGWDSYMETLGLLTDVKIDPSGNPRNLRH 472
C_dubliniensis IATRPDPET-P--GNLISWPYVVPGGRFNELYGWDSYMETLGLLTDVKIDPSGNPCNIKH 470
C_tropicalis IATKPDPND- - - SKNLISWPYVVPGGRFNELYGWDSYMETLGLLTDVLP -~ - -~ GKNLRH 469
C_maltosa IATKPDPHD- - -PKNLISWPYVVPGGRFNELYGWDSYMETLGLLTDVNG--- - - NKNLRH 471
. : : - xx.*******x*»zmx;«axx .l!xx
S_cerevisiae TDVARGMVEHF IFEINHYGKILNANRSYYLCRSQPPFLTEMALVVFKKLGG- - -RSNPDA 380
C_auris LQLSRGMTENFIYEIKHYNKILNANRSYYLGRSQPPFLTDMALRVFEKTLELNPNSQDDA 449
C_orthopsilosis LELARGMVENFIYEIEYYGKILNANRSYYLGRSQPPFLTDMALRVFNKIVEINPGDVNEA 524
C_parapsilosis LELARGMVENFIFEIEYYGKILNANRSYYLGRSQPPFLTDMALRVFNKIVETDPGDVNEA 534
C_albicans LELARGMAENFIYEIHHYGKILNANRSYYLGRSQPPFLTDMALRIFNKTIEVTPELMDEA 532
C_dubliniensis LELARGMAENFIYEIHHYGKILNANRSYYLGRSQPPFLTDMALRIFNKTIEVAPESMDDA 530
C_tropicalis LELARGMAENFIYEIHHYGKILNANRSYYLGRSQPPFLTDMALRIFNKSKEVLPDESKDR 529
C_maltosa LELARGMAENFIYEIHHYGKILNANRSYYLGRSQPPFLTDMALRIFNKTIEVSPELHDDA 531
#** * . !l:l* ! MR RO RO K R Ok R KK . tl* :l *
S_cerevisiae VDLLKRAFQASIKEYKTVWTASPRFDPETGLSRYHPNGLGIPPETESDHFDTVLLPYASK 4490
C_auris LDFLKRSTLAATKEYDTVWVCKPRLDERTGLSCYHPDGEGIPPETEASHFNAILAPYLKK 509
C_orthopsilosis VDFLRRSTLAAIKEYETVWCCPPRLDKRTGLSCYHPEGKGIPPETEASHFNAILKKYVEK 584
C_parapsilosis VDFLRRSALAAIKEYETVWCCSPRLDERTGLSCYHPEGKGIPPETEASHFNATLKDYVEK 594
C_albicans IDFLKRATLAATKEYETIWCAHPRLDDKTGLSCYHPEGKGIPPETEPTHFNALLKPYLAK 592
C_dubliniensis IDFLKRATLAAIKEYETIWCAHPRLDDKTGLSCYHPEGKGVPPETEPTHFNAVLKPYLAK 590
C_tropicalis LDFLQRATLAAIKEYETIWCAKXPRLDEKTGLSCYHPEGKGVPPETEATHFDAVLKEYLEK 589
C_maltosa IDFLKRATLAAIKEYETIWCAKPRLDERTGLSCYHPEGKSVPPETEATHFDAVLVEYVDK 591
* »l * !:ll'l.l:' = ** * **‘K( lll - ':'lxﬂl XK. ::)‘( *
S_cerevisiae H-GVTLDEFKQLYNDGKIKEPKLDEFFLHDRGVRESGHDTTYRFEGVCAYLATIDLNSLL 499
C_auris H-NVTQPEFIEMYNAKQVHEPDLDEYFLHDRAVRESGHDTSYRLEGKAAYLATVDLNSLI 568
C_orthopsilosis Y-GISQEEFIEKYNNEEIKEPKLDEYFLHDRAVRESGHDTSYRLEGKCAYLATVDLNSLL 643
C_parapsilosis Y-GISQAEFIEKYNNEEIKEPKLDEYFLHDRAVRESGHDTSYRLEGKCAYLATVDLNSLL 653
C_albicans YNDIDQLDFIEKYNSGEIKEPELDEYFLHDRAVRESGHDTSYRLEGKCAYLATVDLNSLL 652
C_dubliniensis YGGIDQLDFIEKYNSGEIQEPELDEYFLHDRAVRESGHDTSYRLEGKCAYLATVDLNSLL 650
C_tropicalis 'YDNMDQT EF TEKYNSGEIQEPKLDEYFLHDRAVRESGHDTTYRLEGKCAYLATVDLNSLL 649
C_maltosa Y NIDQLEFIEKYNSGEIQEPKLDEYFLHDRAVRESGHDTTYRLEGKCAYLATVDLNSLL 650
H ::-it.‘ﬁtk* l‘***i_**l)ﬁiiil:'i % ‘«i*l:!lh**
PS00928
S_cerevisiae SISRPIRIQWDYPFGWARHQILAWEGLRSYGYLTVTNRLAYRWL FMMTKAFVDYNGIVVEK 675
C_auris SISRPSRQWDYPYGWAPQQMLAWIGL TNYNYNGAARRLAYRWL YMMTRAFVDYNGVVVEK 744
C_orthopsilosis GLSRPSRIQWDYPFGWAPQQILAWIGLVNYGYDGIARRLAYRWLYMMTKSFVDYNGVVVEK 818
C_parapsilosis GLSRPSRIQWDYPFGWAPQQILAWIGLVNYGFDGIARRLAYRWLYMMTKSFVDYNGVVVEK 828
C_albicans GLTRPSRIQWDYPFGWAPQQILAWIGLVNYGYDGIARRLAYRWLFMMTKSFVDYNGVIVEK 832
C_dubliniensis GLTRPSRIQWDYPFGWAPQQILAWIGLVNYGYDGIARRLAYRWLFMMTKSFVDYNGVIVEK 827
C_tropicalis GLTRPSRQWDYPFGWAPQQILAWIGLVNYGYDKIAQRLAYRWLYMMTKSFVDYNGVVVEK 819
C_maltosa GLTRPSRIQWDYPFGWAPQQILAWIGLVNYGYDGIARRLAYRWLFMMTKSFVDYNGVWVEK 820
vy - Xk ***!xl xxnx )« XEX Kk .*. . EEEEEENK . )Kl!’ ****** t!(*

Figura 5.2. Apilamiento ordenado de las trehalasas neutras correspondiente a las siete
especies de Candida seleccionadas, asi como la enzima de Saccharomyces cerevisiae. El
protocolo de analisis informatico seguido se describe en Materiales y Métodos. Para otros
detalles, ver el texto.
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Una busqueda de motivos de proteinas en Ntclp reveld6 dos coincidencias
significativas con las trehalasas. Se localizé un dominio de union a calcio de trehalasa
neutra similar al dominio de Zinc EF. En la region N-terminal de la proteina (secuencia
consenso  DTDNNCQITIED). Todos los residuos cruciales coincidieron con la
secuencia de consenso descrita en todas las trehalasas fungicas neutras putativas y
completamente caracterizadas (Figura 5.2). Las regiones central y C-terminal de la
proteina se correlacionan con el dominio catalitico de la familia de la glicosil hidrosilasa
37 (aminoacidos 300-874) [58]. A partir del alineamiento de secuencias, se determiné el
grado de homologia entre pares de bases entre las levaduras patogenas de analisis
preferente C albicans y C. parapsilosis, con respecto al gen NTC17. Se encontré una
correspondencia del 68% en aminodcidos idénticos y un 77% de aminoacidos similares
(Figura 5.2). El tamafio promedio de los ORF recopilados para el resto de especies
estudiadas es de 2.637 nucleotidos, equivalentes a 879 aminoacidos (Figura 5.2).
Destacamos por su interés como patogeno emergente C. duris, que presenta resistencia
multiple a los antifiingicos. Su ORF esté constituido por 2.457 pares de nucledtidos que
equivalen a 819 aminoacidos de la proteina Ntclp (Figura 5.2). Tras el andlisis
mediante el algoritmo NCBI-Blast comparativo entre C. parapsilosis y C. auris, se
encontrd6 un 66% de identidad completa en aminoacidos y un 80% de aminodcidos
similares en la trehalasa neutra. Utilizando el programa de bisqueda NCBI-Blast, asi
como Clustal.omega se realizaron alineamientos entre las dos principales especies de
Candida estudiadas por nuestro grupo y el resto de especies “no-albicans”, entre las que

cabe destacar de nuevo a C. auris (Figura 5.2).

Tomando como ejemplo la secuencia de C. parapapsilopsis (ORF CPAR2_803760),
y realizando un analisis /11 Silico, se puede comprobar que codifica un polipéptido
putativo de 903 aminodacidos, con un peso molecular de 103,2 kDa y un pl de 5,72.
Ademas, se pueden identificar hasta seis sitios de N-glicosilacion localizados en las
posiciones de los aminoacidos 333, 390, 434, 499, 830 y 863. El analisis completo de
sitios de N-glicosilaciéon muestra una elevada variabilidad por lo que respecta a la
cantidad de lugares potenciales susceptibles entre diferentes secuencias [29,40,56-60],
pero con dos de ellos altamente repetidos (NLTR y NVTK) y otros dos presentes en
todas las levaduras examinadas (NRSY y NASY) (Tabla 5.3).



Tabla 5.3. Sitios potenciales de N-glicosilacion en las trehalasas neutras.

Especies Sitios de N- Posicidn sitios mas comunes
glicosilacion NLTR NRSY NVTK NASY

S. cerevisiae 5 348 710
C. auris 4 414 779
C. orthopsilosis 4 489 820 853
C. parapsilosis 6 333 499 830 863
C. albicans 9 324 497 834 867
C. dubliniensis 10 324 495 829 862
C. tropicalis 10 494 821 854
C. maltosa 6 496 822 855

En paralelo, se enviaron las secuencias de la trehalasa neutra de S. cérevisiaey de las
candidas al servidor Phyre que generd estructuras compatibles con el modelo mas
cercano (S. cerevisiag) (Figura 5.3). Detalle molecular de esta molécula, resaltando la
posicion del centro catalitico, en Figura 5.4A. La superposicion de estructuras
moleculares de la trehalasa neutra en C. a/bicansy S. cérevisiaé muestra la presencia de

los residuos cataliticos conservados Asp y Glu, en posiciones equivalentes (Fig. 5.4B).

El servidor Phyre2 generd un modelo de homologia para la proteina Ntclp de C.
parapsilosis que comprende el centro catalitico activo de la enzima (aminoacidos 282-
890) [30,31]. A partir de estos alineamientos y analizando la secuencia proteica
completa, se determind que tal y como ocurre con la trehalasa 4cida (ver después), en
los cuatro primeros bloques de la secuencia y comenzando por el extremo N-terminal,
aparece un tramo vacio carente de aminodacidos tanto en S. cérevisiaeé como en C. auris
y en menor medida en C. maltosa (Figuras 5.2 y 5.3). No tenemos una explicacion
plausible para esta observacion tan sorprendente. Asi mismo, consideramos que el grado
de alineamiento maximo ocurre entre las especies C. albicans y C. dubliniensis, con un
92% de aminoacidos idénticos (Figura 5.2). Existe un alto grado de similitud entre C.
albicans y C. parapsilosis como se expuso anteriormente (68%) y aunque C. auris
parece ser la levadura con menor homologia en esta enzima respecto al resto de especies
consideradas, si mantiene un alto grado de identidad con C. parapsilosis, que se

manifiesta en un 67% de equivalencia de aminoacidos conservados (Figura 5.2).



Figura 5.3. Modelos tridimensionales (3D) de la trehalasa neutra obtenido para las
siguientes especies de levaduras: a) Saccharomyces cerevisiag (modelo cristalizado,[n6nC ) b)
Candida maltosa (60%), c) C. albicans (59%), d) C. tropicalis (59%), e) C. parapsilopsis
(58%), f) C. orthopsilopsis (58%), g) C. dubliniensis (58%) y h) C. auris (57%). Identidad en %
respecto al modelo cristalizado (maltosa fosforilasa de Lactobacillus brevis,|c1h54B ).



http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/phyre2_output/5929b1637be302d8/summary.html#c5n6nC_
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/phyre2_output/5929b1637be302d8/summary.html#c5n6nC_
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#®  Glug, (C. albicans)
Glugy, (S. cerevisiae)

Aspgy, (C. albicans)
Aspy;g (S. cerevisiae)

Figura 5.4. (A) Detalle molecular de la estructura secundaria de trehalasa neutra en C.
albicans. El area catalitica aparece marcada con un circulo azul. (B) Superposicion de las
moléculas Ntcp/Nth1p de C. albicansy S. cerevisiae resaltando las posiciones criticas de
los aminoacidos Asp y Glu, esenciales para la actividad catalitica. La imagen ha sido
modificada a partir de Maicas éf a/. [40].

Establecimiento de arboles filogéneticos a partir de la comparacion de secuencias
Se rastrearon las bases de datos para realitzar comparaciones a niveles intra e
interespecifico de las secuencias, pudiéndose esbozar posibles relaciones filogenéticas y

establecer dendrogramas especificos y relacionar las especies de Candida (Figura 5.5).

S. cerevisiae 0.25154

C. auris 0.209249

C. orthopsilosis 0.0341545
C. parapsilosis 0.0341545
C. albicans 0.04102

C. dublinensis 0.04102

C. tropicalis 0.123869

C. maltosa 0.123869

Figura 5.5. Arbol filogenético representando la agrupacion de secuencias de trehalasas
neutras presentes en S. cerevisiaey diferentes especies del género Candida.

Podemos colegir que la molécula tipo de todas las levaduras secuenciadas proviene
de un ancestro comun, que sufrio una divisién independiente quedando separadas de S.

cerevisiae. Las especies situadas mas proximas entre si son C. maltosa y C. tropicalis

87



por un lado y C. albicans y C. dubliniensis por otro. Ambas comparten un ancestro
comn que debe haber sufrido dos divisiones, a diferencia de C. parapsilosis que habria
experimentado una sola division, lo que permite diferenciarla de C. auris, pero también

explicaria por qué el grado de homologia entre ambas es mayor (Figura 5.5).

Trehalasas acidas (Atc1p/ Atclp)

El segundo epigrafe de este Capitulo II, abordara la caracterizacion filogenética de
las trehalasas acidas, enzimas con una localizacion en el interior de las vacuolas o en la
superficie celular externa (Tabla 5.2), dependiendo de la levadura. Se continu6 con el
mismo protocolo bioinformatica sobre el estudio comparativo intra e interespecifico de
las secuencias genémicas en el grupo de levaduras seleccionadas, examinadas en las
bases de datos Genebank y Candida Genome Database. Entre todas ellas, el estudio ha
priorizado, como en el epigrafe anterior, las especies altamente prevalentes en patologia

humana, C. albicans, C. parapsilosisy la oportunista emergente C. auris.

Busqueda /n silico de potenciales actividades trehalasa acida en especies de
Candida

Utilizando como modelo la secuencia de trehalasa acida de S. cerevisiae [40,58,78],
localizamos las secuencias propias en las diferentes especies de Candida incluidas en
esta Tesis. En la Figura 5.6 se muestra un apilamiento con las zonas mas interesantes de
estas secuencias. Se resaltan los dos dominios caracteristicos de cada secuencia
individual, el dominio catalitico central glicosil hidrolasa (familia 65) pfam 03636 y el
pfam 03632. Si tomamos como referencia la trehalasa acida de C. albicans, cuya ORF
codifica un polipéptido de 1.040 aminoacidos, con un peso molecular estimado (Mr) de
116,26 kDa y un pl de 4,81 [37,62]. Igualmente, se constata que esta secuencia
peptidica muestra la presencia de un péptido sefial en la region amino terminal y un sitio
de corte o escision entre las posiciones 22 y 23 (Figura 5.6). La proteina resultante tiene
1.019 aminoacidos con un peso molecular (Mr) de 113,7 kDa. Asimismo, se identifican
los sitios potenciales de N-glicosilacion. Adicionalmente, estos sitios consenso de
glicosilacion se han localizado en todas las proteinas estudiadas, siendo su nimero

variable, entre 15 y 27 (Tabla 5.4).
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Dominio catalitico central glicosil hidrolasa, familia 65, pfam (03636)

S_cerevisiae SDFNTAYYDDENMILGSNLFS-KNTYSRQPYVANGYIGSRIPNIGFGYALDTLNFYTD-- 175
C_auris LFADNAYYDKSTHTLGTLDWVPHHQYQRQPYVANGYLGSRIPNLGQGFAYDTLSNGTFVG 123
C_orthopsilosis QF SEHAFYDRELNVVGTIEFSKYNQYQKQPYVANGYIGSRIPNLGQGF TYDQLTNSPD- - 149
C_parapsilosis QFSEHAFYDRKMNVVGTIEYSKYNQFQKQPYVANGYIGSRIPNLGHGF TYDQLTESPD- - 150
C_albicans KFSDQAFYDPHDNVVGTTEFPVFNQYQRQPYVANGYIGSRIPNLGQGF TYDQLTNSST-- 153
C_dubliniensis KFSDQAFYDPHNNVVGTIEFPLFNQYQRQPYVTNGYIGSRIPNLGQGFTYDQLTNSST-- 153
C_tropicalis KFSDQAFYDTTDNVVGTTEF TEFNQYQRQPYVANGYIGSRIPNIGQGFAYDQLSNSSE - - 158
C_maltosa KFSDHAFYDTTA| TVGTIEFPVFNQYQRQPYVANGYIGSRIPNLGHGFTYDQLTNSSD-- 117
. *:*# avier & - KRRk . *xt.xxxxn* x X. od * *
S_cerevisiae @ @ |------- APGALNNGWPLRNHRFAGAFVSDFYCLQPKLNSTNFPELDDVGYSTVISSIPQ 228
C_auris VDTPDAELPSDLSNGWPLFNRRYAGAFVAGFYDLQKNTTMTNFPWLLQDGYESVVAAVPQ 183
C_orthopsilosis  |------ SKKDDLYNGHPLFDKRFSGAFIAGFYDLQENTTGNNFPELLKNGYESVISAVPQ 203
C_parapsilosis | ------ SKKDDLYNGWPLFDKRFSGAFIAGFYDLQENTTGNNFPELLKNGYESVISAIPQ 204
C_albicans | ------ ANDDDLLNGWPLFNKRYSGAFVAGFYDLQKNTTGTNFAELLENGYESVIAAVPQ 207
C_dubliniensis ~  |------ ANDDDLLNGWPLFNKRYSGAFVAGFYDLQKNTTGTNFAELLENGYESVIAAVPQ 207
C_tropicalis |------ ANEDDLSNGWPLFNKRYAGAF IAGFYDIQKNTTGTNFPELLENGYESVIAAVPQ 212
C_maltosa | ------ ANDDDLVNGWPLFNKRYAGAFIAGFFDIQKNTTGTNFPELLENGYESVIAAVPQ 171
EORMEEER . K R . * . . X . % * L RS S 3
Dominio catalitico central glicosil hidrolasa, familia 65, pfam (03632)
S_cerevisiae -AFIEIPSDSLLEMTARSSLFHLLANTRDYNVSSDRGLPVGVSGLSSDSYGGMVFWDADI 517
C_auris GLKVEFPDNPLLT|LAARASIYHLNANTRSDATGL - - TAAMSVTGLSSDSYGGMVFWDTDL 472
C_orthopsilosis APSLSFPNDPLLD|LGSKASVYHLLANTRADAQGL - - TGALGVAGL SSDSYGGMVFWDTDF 474
C_parapsilosis QSTITFPNDPLLDLGSKASVYHLLANTRPDAQGL - - TGALGVAGLSSDSYGGMVFWDTDF 475
C_albicans APLVTFPSDSLLNLGARASIFHLLANTRPNAEGV - - TGALGVSGL SSDSYGGMVFWDTDL 482
C_dubliniensis TPLITFPSDPLLNLGARASIFHLLANTRPNAEGV - - TGALGVSGLSSDSYGGMVFWDTDL 482
C_tropicalis GPLVTFPSDPLLNLGARASVFHLLANTRPDAQGV - - TGALGVGGL SSDSYAGMVFWDADL 486
C_maltosa SPLITFPSDPLLN GARASTFHLLANTRPDAQGV - - TGALGVGGL SSDSYAGMVFIWDADL 445
t.: =X 4 ...I: [E T 3 T 2 2 S 2 3 XK KK KK *t‘*l* U:
S_cerevisiae WMEPALLPFFPNVAQNMNNYRNATHSQAKLNAEKYGY - - ---- PGATYPWTSGKYANCTS 571
C_auris WMMNGLLPFSPSHARSFVNYRLHTHEQARKNLE - SDYAPKKDMNGAAYPWTSGRFGNCTS 531
C_orthopsilosis WMFKAILALNPSHAKSIVNYRVHTHEQALKNTP -SGH- - - - - - EGAAYPWTSGRFGNCTA 527
C_parapsilosis WMFRAILALDPTHAKSIVNYRMHTHQQALKNTP-QGY------ EGAAYPWTSGRFGNCTA 528
C_albicans WMLNGILPFAPDHIKSFINYRVHLHQQAIDNVP-RGY------ QGAVYPWTSGRFGNCTG 535
C_dubliniensis WMLNGILPFAPDHIKSFINYRVHLHQQAIDNVP-SGY------ QGAVYPWTSGRFGNCTG 535
C_tropicalis WMLNGILPFAPSHAKSLINYRLHTRQQAIENVP-EGY------ QGAVYPWTSGRFGNCTA 539
C_maltosa IAMLNGILPFAPAHAKSLVNYRLHTHNQAIENVP EGY ------ NGAVYPWTSGRFGNCTA 498
* % .: & G k% Sit * % * xx K*****::.*ﬁ(i.
S_cerevisiae TGPCVDYEYHINVDVAMASFSIYLNGHEGIDDEYLRYTTWPIIXNAAQFFTAYV-KYNSS 630
C_auris TGPCFDYEYHINMAVATAAWELYKSGA - - VDDHF LEHSAYPLIDDAAAFFADYV-QYNET 588
C_orthopsilosis TGPCLNYEYHINSATAMAAWELYLSGA--VDDQYLESTVYPLINDAAKFYADYVTSYNDT 585
C_parapsilosis TGPCLNYEYHINSATAMAAWELYISGA--VDDQYLESTVYPLISDAAKFYADYVTSYNET 586
C_albicans TGPCLDYEYHINMAVAMASWQLYISGA - - ADDTFLESVAYPIINDAASFLAEYVVHYNDT 593
C_dubliniensis TGPCLDYEYHINMAVAMASWQLYVSGA- - ADDTFLESVAYPIINDAASFLAEYVVHYNDT 593
C_tropicalis TGPCLDYEYHINMAVAMAAWQLYISGA - -ADDLYLETIAYPIIYDAANFFSDYVVNFNDS 597
C_maltosa TGPCLDYEYHINHAVSHAAWQLYISGA— -ADDDF LADVAYPLINDAATFFSEYVTHFNNT 556
**ik *illll e _‘_: _* K :A .:JK:( *i * H * :*‘_
S_cerevisiae GPAMTYPVFVAAAAGLLNHGSSSQSYLYKSVLPYLRAPFAQFSEQSDDNFLTNGLTQPAF 808
C_auris GPAMTFPIFSIVSSALSEXGCSSDTYLVKAIQPFLRGPFAQFSEQNNDDYSTNGGTHPAF 766
C_orthopsilosis GPAMTFSIFSIVAANLASSGCASQSYLHKAMQPYLRGPFAQFSEQNNDDYKSNGGTHPAF 763
C_parapsilosis GPAMTFSIFSIVAANLATSGCASQSYLHKAMQPYLRGPFAQFSEQNNDNFKTNGGTHPAY 764
C_albicans GPAMTFPIFSIVASNLAFTGCASQSYLHKAIQPFLRGPFAQFAEQNNDDYLTNGGTHPAF 771
C_dubliniensis GPAMTFPIFSIVAANLAFTGCASQSYLHKAIQPFLRGPFAQFAEQNNDNYLTNGGTHPAF 771
C_tropicalis GPAMTFPIFSVVAANLAPTGCASQSYLQKAIQPFLRGPFAQFSEQNNDNYL TNGGTHPAF 775
C_maltosa GPAMTFPIFSIVAANLAPTGCASQSYLQKAIQPFLRGPFAQFSEQNNDNFLTNGGTHPAF 734
***l* :1‘ . ’:* ** K:: * . :ux'nxxxn:xx.::k:: *!( * **
S_cerevisiae PFLTANGGFLQSILFGLTGIRYSYEVDPDTKKINRLLRFNPIELPLLPGGIAIRNFKYMN 868
C_auris PFMTAHGGFLQAILQGILGLRFAHKMDN- -GKIVRYLKLDPIKLKTFPQGVHFDGVHYLN 824
C_orthopsilosis PFLTAHGGFVQAVIHGLAGLRHSYAIDD- -GKISRSLFLDPIALPCLGNGVQYSGIHYDN 821
C_parapsilosis PFLTAHGGFIQAVVNGLTGLRHSYTIDN--GKIRRSLFLDPTIALPCLGDGVQYSGIHYDN 822
C_albicans PFLTAHGGFLQAILQGLTGMRFDYTFEN--NKLQRLLKLDPIALPCLGEGVRFDSIKYDN 829
C_dubliniensis PFLTAHGGFLQAILQGITGMRFDYTFED- -NRLQRILTLDPIALPCLGGGVRFDGIKFDN 829
C_tropicalis PFLTAHGGFLQATLQGLTGLRYDYDIDEN-GKLVRILRLDPIGLPCLEEGVSFNGIQYDN 834
C_maltosa PFLTAHGGFLQATLQGLTGMRYGFTVDEQASKLVRVLNLDPIALPC LGDGVQFDGIKYDN 794
*K . A)ﬁ X H. o m. X% s X X% X

Figura 5.6. Apilamiento ordenado de las secuencias de proteinas correspondientes a
las trehalasas acidas, obtenido /n silico para las siete especies de Candida escogidas,
asi como de la enzima de Saccharomyces cerevisiae. El protocolo de andlisis
informatico se describe en Materiales y Métodos. Para otros detalles, ver el texto.
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Tabla 5.4. Sitios de N-glicosilacion potenciales en las secuencias de trehalasas acidas.

Especies Sitios de N- Posicion sitios mas comunes
glicosilacion  NCT(A/G/S) NLTD N(I/V)TE

S. cerevisiag 27 638

C. auris 15 528 596 899

C. orthopsilosis 18 524 593 827

C. parapsilosis 19 525 594 897

C. albicans 21 532 601 904

C. dubliniensis 20 532 601 904

C. tropicalis 19 536 605 909

C. maltosa 19 495 564 870

A partir de estos resultados, podemos concluir de forma preliminar que el mayor
grado de homologia en la composicion de aminoacidos ocurre entre las presumibles
trehalasas acidas de C. albicans y de C. parapsilosis; si bien, también existe un grado
notable de coincidencia entre C. albicansy C. dubliniensis. Analizando la secuencia
completa de nucleotidos, se puede comprobar como C. auris es la levadura patdgena
que mas se diferencia del resto de las analizadas, sobre todo cuando se compara con las
otras especies de Candida potencialmente patdogenas descritas anteriormente (Figura
5.6). Comenzando por el extremo N-terminal se puede observar como en la zona del
dominio del centro catalitico N-terminal de la glicosil hidrolasa 65 hay una alta
conservacion de las secuencias (Figura 5.6), diferencidindose una vez mas C.
parapsilosis de C. albicans en ciertos aminoacidos entre las posiciones 93 y 202.

Cabe destacar tanto en un dominio como en otro de los anteriormente considerados
(Figura 5.6), como todas las levaduras estudiadas presentan zonas vacias, carentes de
aminoacidos en ciertas posiciones. Es el caso de las zonas anteriores a los residuos 151
y 512, tomando como referencia C. parapsilosis (Figura 5.6). El contraste es notable, si
la comparacion se efectia con Candida auris que si posee esta region completa. En el
mismo sentido, comenzando con el extremo N- terminal, se observo en el primer tramo
de secuencias en apilamiento (dominio pfam03636), como C. maltosa y C. auris
carecen de la mayoria de aminoéacidos que conforman la misma region de la proteina en
el resto de levaduras analizadas (Figura 5.6). Observaciones similares se pueden hacer

en el otro dominio de la proteina (pfam03632).



Como secuencia ejemplo se escogio la previamente caracterizada por nuestro grupo
en C. albicans [37,67]. Se determiné la presencia de una secuencia conservada
coincidente con el dominio N-terminal en la familia glicosil hidrolasa 65 (aminoacidos
89-350), asi como otro coincidente con el dominio del centro catalitico de la misma
(residuos 351-753). Ambos dominios se encuentran en todas las secuencias estudiadas
(Figura 5.6). Es una constante en la familia 65 de glicosil hidrolasas que incluye ademas
de las trehalasas 4acidas, a la maltosa fosforilasa de la bacteria Lactobacillius brevis.
Esta ultima enzima cataliza la conversion de maltosa y un fosfato inorganico a -D-
Glucosa-1-fosfato + Glucosa. Se cree que la presencia del dominio resulta esencial para

la actividad catalitica, aunque se desconoce su funcion exacta [33,63].

A suvez, el gen ATC1de C. parapsilosis (Cp) comparte un 67% de homologia en la
secuencia de nucledtidos con su ortdlogo presente en C. albicans y un 62% de
homologia a nivel de proteina [30, 31, 40]. Tras comparar la secuencia de nucle6tidos
predicha, encontrada en el ORF denominado CPAR2-208980 sito en el contig 005809,
con las secuencias encontradas en bases de datos de proteinas utilizando el algoritmo de
busqueda NCBI-Blast y Clustal.omega [65,66-68] para C. albicans Atclp y S.
cerevisiae Athlp, se observd que la trehalasa acida de C. parapsilosis compartia un
62% de aminodcidos idénticos y un 77% de aminodcidos similares con Atclp, y 41% de
aminoacidos idénticos y un 58% de aminoacidos similares con Athlp [30]. El ORF
CPAR2-208980 en el contig 005809 codifica un polipéptido de 1039 aminoécidos con
un peso molecular de 116587,90 D (116,6 kD) y un pl de 5,45 (S-F, 2014). El analisis
de la secuencia de aminoacidos determin una region N- terminal con caracteristicas de

péptido sefial y un sitio de escision entre las posiciones 23 y 24 [30,31,62].

Posteriormente, procedimos a modelizar todas las secuencias de actividad acida en
estudio, pudiéndose observar que todas ellas soportan un plegamiento tridimensional

compatible con la actividad enzimatica que desarrollan (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Modelos 3D de la molécula trehalasa dcida correspondientes a las siguientes
levaduras: a) Saccharomyces cerevisiae (18%); b) Candida maltosa (20%), ¢) C. albicans
(14%), d) C. tropicalis (20%), €) C. parapsilopsis (21%), ) C. orthopsilopsis (20%), g) C.
dubliniensis (20%) y h) C. auris (19%). Identidad en % respecto al modelo cristalizado
(maltosa fosforilasa de Lactobacillus brevis|c1h54B_



http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/phyre2_output/5929b1637be302d8/summary.html#c5n6nC_

[Capitulo 1]

De nuevo, y como sucede con las actividades de tipo neutro, la superposicion
comparativa de las estructuras tridimensionales obtenidas para la trehalasa acida en
C. albicans y S. cerevisiae, permite corroborar el hecho de que las posiciones
equivalentes de los residuos conservados Asp y Glu, desempenan un papel esencial en

la actividad catalitica de la enzima (Figura 5.8).

A B

:d’—/ Glugy, (C. albicans)
— Glug,, (S. cerevisiae)
S RNE !

a8

s

Asp,a; (C. albicans)
Aspag, (S. cerevisiae)

Figura 5.8. (A) Detalle molecular de la estructura secundaria de trehalasa acida
presente en C. albicans. E| area catalitica aparece marcada con un circulo azul. (B)
Superimposicion de las moléculas Ntcp/Nthip de C. albicans y S. cerevisiae
resaltando las posiciones criticas de los aminoacidos Asp y Glu, esenciales para la
actividad catalitica. La imagen ha sido modificada a partir de Maicas éf a/. [40].

La busqueda de motivos proteicos en CpAtclp reveld dos coincidencias de
importancia con la familia de las trehalasas fliingicas. Asi, en la posicion N-terminal de
la proteina de 1.039 aminodcidos de longitud, hay un motivo presente en la familia
glicosil hidrolasa 65, en el que estan involucrados los aminoacidos 77 a 344.
Igualmente, el segmento central también estd correlacionado con el dominio catalitico
de la familia glicosil hidrolasa 65 (aminodcidos 402-763) [61]. La enzima cristalizada
maltosa fosforilasa de L. brevis (MPLb) cataliza la conversiéon de maltosa y fosfato
inorganico en [-D-glucosa-1-fosfato y glucosa. La region central corresponde al

dominio catalitico, que se une a un ion fosfato, situado en la proximidad de un residuo
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Glu altamente conservado [31,40,58]. Por otra parte, el tamafio promedio de los ORF
aqui recopilados para el resto de especies de Candida es aproximadamente de 3.270
nucledtidos, equivalentes a 1.090 aminoacidos (Tabla 5.2).

Por su interés como patogeno emergente destacamos a C. auris, con un ORF
constituido por 3.246 nucledtidos (1.082 aminoacidos). C. parapsilosis CpAtcl y C.
auris presentaban un 50% de aminoacidos idénticos y un 67% de aminoacidos similares

con la proteina Atcl (Figura 5.6).
Establecimiento de arboles filogéneticos a partir de la comparacion de secuencias

Si establecemos paralelismos filogenéticos a partir del analisis de secuencias, la
pérdida de nucledtidos al comienzo de la region N-terminal de la trehalasa 4cida de S.
cergvisiae y C. auris, sugiere una importante relacion de divergencia, visible en el

filograma con todas las secuencias (Figura 5.9).

S. cerevisiae 0.355273
C. auris 0.277401

— C. orthopsilosis 0.067757
L C parapsilosis 0.067757

{ C. albicans 0.0491651
C. dublinensis 0.0491651
C. tropicalis 0.1159
—_ C. maltosa 0.1159

Figura 5.9. Arbol filogenético representando la agrupacién de secuencias de
trehalasas acidas presentes en S. cerevisiaey diferentes especies del género Candida.

Desde esa primera division en el tiempo y hasta el momento actual, la secuencia de
nucledtidos correspondiente al gen que codifica la trehalasa 4cida no ha cambiado en C.
auris. No parece ocurrir lo mismo con C. maltosa que también carece de la mayoria de

esos nucleotidos en la parte inicial de la secuencia (Figura 5.9).

Un aspecto muy relevante de nuestros resultados sobre la hidrolisis de trehalosa en
hongos filamentosos y levaduras, reside en la especificidad de sustrato e identidad del
centro catalitico de las hidrolasas con actividad trehalasa. Se han descrito dos patrones
enzimaticos basicos: enzimas acidas y neutras, con importantes variaciones relativas a
su localizacion subcelular, parametros bioquimicos o elementos regulatorios [33,57,58].

La comparacion de las distintas composiciones génicas y aminoacidicas sugiere una
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divergencia evolutiva relativamente temprana y una relacion filogénetica distante.
Parece sorprendente que, en todos los casos, ambas actividades comparten una estricta
especificidad por trehalosa como tUnico sustrato hidrolizable, asi como un idéntico

mecanismo de actividad catalitica mediante inversiéon anomérica [33,40,57,58].
BIOSINTESIS DE TREHALOSA

En todos los sistemas bioldgicos investigados hay un solo mecanismo universal
responsable de la hidrolisis del disacarido trehalosa. Se trata de la rotura especifica del
enlace a,0-1 de la molécula, produciendo dos unidades de glucosa mediante una
a-glucosidasa denominada trehalasa, que ha sido ampliamente estudiada en epigrafes
anteriores [33,40,58,78]. Por el contrario, la ruta biosintética de trehalosa presenta una
complejidad notablemente mayor, con importantes diferencias en el nimero y
disposicion de genes, dependiendo del organismo de que se trate. En la sintesis de
trehalosa son necesarias dos etapas enzimaticas consecutivas (Figuras 5.1A y B). Otras
informaciones complementarias sobre este proceso se documentan en el Capitulo I de
esta Memoria. A su vez, hasta tres rutas metabolicas independientes involucradas en la
biosintesis de trehalosa han sido caracterizadas en procariotas y eucariotas,
denominadas OtsA/B, TreS y TreYZ [57,59,60,70] (Figura 5.10). Sorprendentemente,
mientras los vertebrados son incapaces de sintetizar trehalosa, las bacterias contienen un
sistema genético muy elaborado que incluye las tres vias en numerosas especies,
ampliando asi sus actividades fisioldgicas. Ello les permite utilizar la trehalosa como
fuente de carbono, componente estructural, factor de virulencia o soluto compatible
[29,33,42,56]. Por el contrario, en eucariotas sélo ha sido exclusivamente conservado el
sistema ortdlogo a la ruta bacteriana Ots/B (denominado via TPS/TPP)
[32,33,42,58,70]. Los parametros mas relevantes de las dos enzimas que intervienen en
la biosintesis de trehalosa en hongos y levaduras se recogen en la Tabla 5.5. Los genes
implicados en la biosintesis (7PS57 y TPS2) han sido clonados, secuenciados y

caracterizados [29,32,33,70,75,79].
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Arqueas
Bacterias

Hongos

Arqueas Plantas -
Artrépodos [ Bacterias ] [ Vertebrados ]
TPS/TPP-
OtsA/OtsB

Maltooligosacéridos UDP- glucosa +
(Glucanos) Glucosa 6-fosfato

|

Maltooligosil-trehalosa

~ |

Maltosa

Trehalosa 6-fosfato

OH
H?*M‘ ; D-Glucosa
OH] il Trehalasa (x2)

Trehalosa

Figura 5.10. Rutas metabolicas implicadas en la biosintesis de trehalosa en la biosfera. Los
organismos correspondientes estan recogidos dentro de cuadrados. Hasta ahora, todos los
genomas anotados de los vertebrados carecen de cualquier gen funcional que codifique para
alguna actividad trehalosa sintasa/fosfatasa. Asimismo, tampoco se han descrito mecanismos
alternativos para la isomerizacion o la interconversion de trehalosa.

Tabla 5.5. Parametros bioquimicos y fisiologicos mas relevantes de las enzimas
involucradas en la biosintesis de trehalosa en las levaduras Saccharomyces cerevisiag y

Candida albicans|75,76,78,80].

Trehalosa-6-Fosfato Sintasa (Tps1) Trehalosa-6-Fosfato Fosfatasa (Tps2)
Desfosorilacion de trehalosa-6-P (T-6P) y

Sintesis: UDP-glucosa + Glucosa-6P )
obtencion ade trehalosa libre

Localizacion citosolica

Localizacion citosolica _ )
(Complejo conjunto Tpslp-Tps2p)

Mr =56 kDa Mr =102 kDa
Activacion por Mg?*/Inhibicion por Pi Dependiente de Mg?*
pH 6.6 pH 6.6

Temperatura 6ptima: 30-37°C Temperatura 6ptima: 30-37°C

Implicada en virulencia en C. albicans T-6P es un regulador de la glicolisis
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La trehalosa como potencial diana antifingica

Por su interés, haremos una menciéon especial a la propuesta realizada de forma
independiente por varios grupos, de investigar la trehalosa como una prometedora diana
para la obtencion de nuevos compuestos antifingicos [36,42,60,62,71]. Dicha propuesta
responde a la necesidad de ampliar el limitado arsenal de antifingicos eficaces contra
hongos patogenos actualmente disponibles, y se fundamenta en la incapacidad de los
vertebrados para sintetizar trehalosa, mientras este disacarido se halla presente en un
gran numero de hongos. Entre ellos, resultan especialmente preocupantes los brotes
fungicos infecciosos identificados con frecuencia creciente entre la poblacion
inmunocomprometida (receptores de transplantes, pacientes tumorales o afectados por
SIDA, y los sometidos a cirugia invasiva o a tratamientos prolongados de
antibioticoterapia). La tasa de mortalidad registrada en estos casos por infecciones
fingicas complicadas llega a ser del 30-40% [71]. Los principales hongos responsables
estan representados por los géneros Aspergillus, Candida, Cryptococcus y varias
especies de hongos dimorficos (Histoplasma o Blastomyces) [72,73].

Un resumen de las principales evidencias que apoyarian la investigacion sobre
trehalosa como una diana antiflingica prioritaria, serian las siguientes: (i) La amplia
presencia del disacarido en numerosas especies de hongos, abarcando ascomicetos y
basiodiomicetos; (ii) La reserva de trehalosa es una respuesta protectora de los hongos
patogenos durante la infeccion in vivo del hospedador; (ii1) Los genes que codifican la
actividad trehalosa sintasa (7PS7) y trehalosa fosfatasa (7PS2) son determinantes de
virulencia y los correspondientes mutantes homocigoticos nulos ps7 y [ps2 son muy
sensibles a estrés oxidativo severo; (i1) El intermediarios trehalosa-6P ejerce un control
estricto sobre la glucdlisis mediante la inhibicidon especifica de la hexoquinasa 11 y su
acumulacion es muy toxica para la viabilidad celular en determinados hongos patégenos
[74-78]. Por lo tanto, resulta tedéricamente factible que la obtencion de inhibidores muy
especificos de las enzimas implicadas en la biosintesis de trehalosa, deberian ser
nocivas para las especies de hongos patdgenos, mientras serian relativamente inocuos
para las células de mamiferos. Las propiedades mas significativas de la ruta biosintética

de trehalosa se resumen en la Tabla 5.5.



TREHALOSA-6-FOSFATO SINTASA (TREHALOSA SINTASA)

Esta actividad ha sido ampliamente caracterizada en distintos grupos de hongos.
Dada su importancia clinica, esta Memoria abordard con prioridad las enzimas de
C. albicans en comparacion con S. Cerevisiae. La organizacion génica en S. cerevisiaé
es relativamente compleja, consta de dos polipéptidos con una masa molecular de 56 y
102 kDa correspondientes a las proteinas Tpslp y Tps2p que usualmente se encuentran
agrupados, mas un tercer polipéptido de 123 kDa que actuaria como un elemento

regulatorio de los anteriores (Tsll) [79,80].

El grupo del Dr. Gancedo, llevo a cabo la clonacion del gen 7PS7 en C. albicans
mediante la complementacién funcional del mutante tpS7 de S. cerevisiae [29]. La
secuencia del gen CaTPS17 codifica un solo polipéptido de 478 aminoécidos con un Mr
estimado de 54 kDa. La regiéon 5’ no codificante presenta algunas peculiaridades
notables, como la presencia de varias secuencias STRE (C4T), denominadas “secuencias
de respuesta a estrés”, que estan implicadas en la transcripcion dependiente de varios
tipos de estrés ambiental, junto con cuatro copias de la repeticion hexamérica HR
[74-78]. La trehalosa sintasa participa en el metabolismo glucidico de C. albicans y
otras levaduras. El mutante fps7/4pS7 es incapaz de crecer sobre glucosa por encima de
37°C debido a una reduccion de su contenido intracelular de ATP [75]. Igualmente, el
gen TPST interviene en la adquisicion de termotolerancia y la proteccion frente a estés
oxidativo, favorece la transicion dimorfica levadura-micelio, la arquitectura de la pared
celular y el desarrollo de biopeliculas activas, lo que revela un papel activo como factor
de virulencia durante el proceso de infeccion y colonizacion del hospedador por C.

albicans [28,75,78.,81].

Tomando como modelo la secuencia de la trehalosa sintasa (tpslp) en S. céerevisiae
(AEP68509.1), indagamos en las bases de datos [65,67] para localizar las
correspondientes a las proteinas ortdlogas presentes en las especies de Candida

seleccionadas (Figura 5.11).

En el apilamiento de secuencias observamos que una gran parte de la proteina forma
parte del dominio glicosil transferasa 20 (pfam00982). Analizados los alineamientos de
secuencia, obtenidos a partir de todas las proteinas trehalosa sintasa, se puede concluir

de forma preliminar que el mayor grado de homologia tiene lugar entre C. albicans y C.



dubliniensis con un 99%, con un grado ligeramente inferior a C. tropicalis y C. maltosa
(95%). A su vez, C. parapsilosis comparte un 87% de aminoacidos idénticos con C.
albicans, mientras los aminodacidos iguales de ambas con C. auris coincide en un 83 %
(Figura 5.11). La pérdida de nucledtidos al inicio del extremo N-terminal por parte de
C. auris con respecto a S. cerevisiaé (Figura 5.11), indica una proximidad filogenética
mayor con el resto de las estirpes de Candida estudiadas, como se puede observar en la
comparacion directa de las secuencias. Merece ser destacado, que una observacion
equivalente tiene lugar en las trehalasas anteriormente descritas (Figuras 5.5 y 5.11). En
la figura se han marcado asimismo los sitios de unién entre G6P y UDPG, que se

conservan de manera canonica en todas las secuencias.

Igualmente, han sido identificados los sitios potenciales de N-glicosilacion en la
molécula. Aparecen en numero variable (2-4) en S. cerevisiaé'y Candida, con la notable
excepcion de C. auris. En la mayoria de especies de Candida se observa una secuencia
consenso N(I/V)SD en la posicion 367, lo que sugiere una importante funcion de esta

glicosilacion (Tabla 5.6).

Tabla 5.6. Sitios potenciales de N-glicosilacion en las secuencias de trehalosa sintasa

Especies Sitios de N-glicosilacion Posicion sitio mas frecuente
N(I/V)SD
S. cerevisiae 2 nd
C. auris 0 nd
C. orthopsilosis 3 367
C. parapsilosis 4 367
C. albicans 4 367
C. dubliniensis 4 367
C. tropicalis 3 367
C. maltosa 3 367
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Dominio glicosil transferasa 20, pfam (00982)

S_cerevisiae MTTDNAKAQLTSSSGGN RELPVTITKNSSTGQYEYAMSSGGLVTALEGLKKTYTF 69
Cauris 0 @ eeeeeeeeeee- MHKGK R PVTIXKR-XDDGSYEYSMSSGGLVTALQGLKXSTEF a7
C_orthopsilosis @  ------------ MVQGH] RLPVTIKR-XEDGSYDYSMSSGGLVTALQGLKXTTEF a7
C_parapsilosis @ ------------ MVEGH RLPVTIKR-XEDGSYDYSMSSGGLVTALQGLKKTTEF 47
C_albicans = ------------ MVQGH] RIPVTIKR-LDNGSYDYSMSSGGLVTALQGLKKTTEF 47
C_dubliniensis ------------ MVQGH RIPVTIKR-LDNGSYDYSMSSGGLVTALQGLKKTTEF 47
C_tropicalis = = ----------e- MVQGK RLPVTIKR-SEDGSYDYSMSSGGLVTALQGLKKTTEF 47
C_maltosa @ =  —---m--m---- MVQGK RLPVTIKR-SDDGSYDYSMSSGGLVTALQGLKXTTEF 47
*: H¥ X’It*.: . x.x:x:xxxxxxxtxs:xxxx: *
S_cerevisiae XWFGWPGLEIPDDEKDQVRKDLLEKFNAVPIFLSDEIADLHYNGFSNSILWPLFHYHPGE 120
C_auris QuYGIWPGLELPEDEQERVNEDLMDQFKCCAIFLSDTIADLHYNGFSNSILWPLFHYHPGE 107
C_orthopsilosis QuILGWPGLEIPEDEQAXVNADLMHKFKCTAIFLSDTIADLHYNGFSNSILWPLFHYHPGE 197
C_parapsilosis QULGWPGLEIPEDEQAXVNKDLMNKFKCTAIFLSDTIADLHYNGFSNSILWPLFHYHPGE 107
C_albicans QuYGWPGLEIPEDEQTXVNDELKSKFNCTAIFLSDTIADLHYNGFSNSILWPLFHYHPGE 107
C_dubliniensis QWYGWPGLEIPDDEQAXVNEELKSKFNCTAIFLSDTIADLHYNGFSNSILWPLFHYHPGE 107
C_tropicalis QuYGWPGLEIPDDEQKRVNNDLKTKFNCTAIYLTDTIADLHYNGFSNSILWPLFHYHPGE 107
C_maltosa QrYGWPGLEIPEDEQERVNSDLKTKFNCTAVYLSDVIADLHYNGFSNSILWPLFHYHPGE 107
* 3*832* * ** :x‘ :i .*‘_ o s X * FEXXHERXZTXEXXTXTXEXTXTXXS
S_cerevisiae INFDENAWLAYNEANQTF TNEIAKTMNHNDL IWVH LMLVPEMLRVXIHDK - -QLONV 178
C_auris MNFDETAWAAYIEANRQFASKIVEQVDDDDMIWVH LMLLPQMLREELAKSSKHPXNY 167
C_orthopsilosis MNFDENAWAAYIEANKKFAVEISKQVEDNDMVIWVH LMLLPEMLRQEIGKS---KKNI 164
C_parapsilosis MNFDENAWAAYIEANKKFAVEISKQVEDNDMWWH LMLLPEMLRQEIGSS---KKNI 164
C_albicans MNFDENAWAAYIEANKKFALEIVKQVNDDDMIWVH LMLLPEMLRQEIGNK - --KXNI 164
C_dubliniensis MNFDENAWAAYIEANKKFALEIVKQVYNDDDMIWVH LMLLPEMLRQEIGNK---KKNI 164
C_tropicalis MINFDENAWAAYIEANKKFAVEIAKQVDDDDMIWVH LMLLPEMLRQEIGNR---KXNI 164
C_maltosa MINFDENAWAAYIEANRX FAIEIAKQVNDNDHINVI- LMLLPEMLRNEIGNR-- -k-\NI 164
t:tt *x =% **X *: s H _‘.:*: T2t b *:xx x-x*x es
S_cerevisiae KVGUFLHTPFPSSEIYRILPVRQEILKGVLSCDOLVGFHTYDYARHFLSSVQRY-LNVNTL 237
C_auris RIGFFLHTPFPSSEIYRILPVRREIVTGVLSCOLIGFHTYDYARHFLSSVSRIVPNVNTL 227
C_orthopsilosis RIGFFLHTPFPSSEIYRILPVRKEILVGVLSCOLIGFHTYDYARHFLSSVSRIVPNVKTL 224
C_parapsilosis RIGFFLHTPFPSSEIYRILPVRKEILVGVLSCOLIGFHTYDYARHFLSSVSRIVPNVKTL 224
C_albicans KIGFFLHTPFPSSEIYRILPVRKEILEGVLSCOLIGFHTYDYARHFISSVSRIVPNVSTL 224
C_dubliniensis KIGFFLHTPFPSSEIYRILPVRKEILEGVLSCOLIGFHTYDYARHFISSVSRIVPNVSTL 224
C_tropicalis KIGFFLHTPFPSSEIYRILPVRKEILEGVLSCOLIGFHTYDYARHFISSVSRIVPNVSTL 224
C_maltosa KLGFFLHTPFPSSEIYRILPVRKEILEGVLSCDLIGFHTYDYARHFISSVSRIVPNVSTL 224
HH > . xx:xxxxtxtxxzxxxt)k: x% H EXXEXEX H ZEXEEXXXXTXXE H E2 2 2 .3: =% _it
S_cerevisiae PNGVEYQGRFVNVGAFPIGIDVDKF TDGLKKESVQKRIQQLXETFKGCXIIVGVORLDYI 297
C_auris PNGVEFEGRSIQIGAFPIGIDVDKFTEGVKKPDVVSRIEQLXQXFNDVKVIVGVORLDYI 287
C_orthopsilosis PNGILYENRSISIGAFPIGIDVDNF TEGLKKPEVQQRIAQLESKFDGIKVIVGVORLDYI 284
C_parapsilosis PNGILYENRSISIGAFPIGIDVDNF TEGLKNPEVQQRITQLEKKFDGVKVIVGVORLDYI 284
C_albicans PNGIKYQGRSISIGAFPIGIDVDNFIDGLKKDSVVERIKQLXSXFKDVKVIVGVORLDYI 284
C_dubliniensis PNGIKYQGRSISIGAFPIGIDVDNFIDGLKKDSVVERIKQLXSKFKDVXVIVGVORLDYI 284
C_tropicalis PNGIKYQGRSISIGAFPIGIDVDNFIEGLQKDSVVERIKQLXSKFKDVKVIVGVORLDYI 284
C_maltosa PNGIKYQGRSISIGAFPIGIDVDNFIEGLQKDSVVERIKQLXSKFKDVKVIVGVORLDYI 284
xt* ::.t - tx*x*xxxxt B3 :t:_: .x xx t*.._*.. K XEXX Exx%
S_cerevisiae PQKLHAMEVF LNEHPEVWRGKVWLVQVAVPSREDVEEYQYLRSVVNELVGRINGQFGT 357
C_auris VPQKLHAFEVFLTENPEWIGKVWLVQVAVPSRGEDVEEYQSLRANVNELVGRINGRFGT 347
C_orthopsilosis «[5VPQK LHAF ETF LQQNPEWIGKVVLVQVAVPYRGDVEEYQSLRATVNELVGRINGQFGT 344
C_parapsilosis KGVPQKLHAFEIFLQONPEWIGKVWLVQVAVPSREDVEEYQSLRATVNELVGRINGQFGT 344
C_albicans KEVPQKLHAFEVF LNENPEWIGKVWLVQVAVPSRGDVEEYQSLRSTVSELVGRINGEFGT 344
C_dubliniensis KGVPQKLHAFEVF LNENPEWIGKVWLVQVAVPSRGDVEEYQSLRSTVSELVGRINGEFGT 344
C_tropicalis KGVPQKLHAF EVF LNENPEWIGKVVLVQVAVPSRGDVEEYQSLRSTVNELVGRINGQFGT 344
C_maltosa K[GVPQKLHAFEVF LNENPEWIGKVVLVQVAVPSRGDVEEYQSLRSTVNELVGRINGQFGT 344
EXXTEEE H 3: % «x XX FIXXXETXTXXRLHIEIXXEERS X H = _*Xt’l#t*:, xz%
S_cerevisiae 495
C_auris 483
C_orthopsilosis 480
C_parapsilosis 487
C_albicans 478
C_dubliniensis 478
C_tropicalis 478
C_maltosa 478 l Sitios de unién G6P y UDPG |

Figura 5.11. Alineamiento ordenado de las secuencias de proteinas correspondientes a la
enzima trehalosa sintasa, determinado para las siete especies de Candida objeto de estudio,
asi como de la enzima de Saccharomyces cerevisiae. El protocolo de anélisis informatico se
describe en Materiales y Métodos. Para otros detalles, consultar el texto.
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Los modelos de estructurales de actividades trehalosa sintasa se muestran en la
Figura 5.12. La comparacion de secuencias del gen 7PS7 entre las especies de Candida
(Figura 5.11) confirma la presencia en C. a/bicans de una sola trehalosa sintasa, cuyo
ORF codifica un polipéptido de 478 aminoacidos; C. parapsilosis tiene 487 [75]. El
tamafio promedio de ORF en el resto de especies es de 1.438 nucledtidos (479
aminoacidos (Tabla 5.1; Figuras 5.11 y 5.12). Se ha realizado un analisis estructural de
la proteina, incluyendo identificacion de los dominios de unién a los distintos sustratos
y del centro catalitico comun al de otras glicosiltransferasas (Figura 5.12) [81,82]. En
C. albicans Tpslp adopta un plegamiento tipo GT-B, caracterizado por dos dominios
plegados de Rossmann. El dominio proximo a la region N-terminal contiene un ntcleo
de seis hojas P paralelas flanqueadas por ocho hélices a. El dominio C-terminal adopta
una disposicion tridimensional B/o/f con un agrupamiento de seis hojas B paralelas
flanqueadas por ocho hélices a. Una hélice a situada en el extremo del dominio C-
terminal se extiende hacia el N-terminal, permitiendo asi la interaccion directa entre
elementos estructurales [81]. El centro de unién a los sustratos es caracteristico de las
glicosiltransferasas en eucariotas y procariotas [40,58.61]. Los residuos clave de union a
sustratos en C. albicans se encuentran en las posiciones 103,143,171,280,285,318,357,
378,380,381,382 y 387. En el resto de proteinas coincide el mismo aminoécido en las
esas posiciones, salvo en la 357 donde C. aurisy C. maltosa contienen valina en vez de
isoleucina. A pesar de compartir la diferencia de ese unico aminoécido con el resto de
las proteinas ortélogas, el grado de homologia comprobado estd en torno al 84%, una

diferencia insignificante entre ambas (Figuras 5.11 y 5.12).



Figura 5.12. Modelos 3D para la trehalosa-6-fosfato sintasa de: a) Saccharomyces
cerevisiae (67%); b) Candida maltosa (67 %), ¢) C. albicans (68%), d) C. tropicalis (67 %), )
C. parapsilopsis (67 %), ) C. orthopsilopsis (66%), ) C. dubliniensis (68%) y h) C. auris
(66%). Identidad en % respecto al modelo cristalizado (trehalose-6-fosfato sintasa B de

Aspergillus fumigatus, cshvoD_).
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Establecimiento de arboles filogenéticos a partir de la comparacion de secuencias

Siguiendo con el mismo protocolo para establecer paralelismos filogenéticos a partir
del andlisis de secuencias, la pérdida notable de nucledtidos al comienzo de la region
N-terminal de las trehalasas acida de S. céerevisiae y C. auris, sugiere una importante
relacion de divergencia que se manifiesta en el filograma construido a partir de sus
secuencias (Figura 5.13). Desde esa primera division en el tiempo y hasta el momento
actual, la secuencia de nucledtidos correspondiente al gen que codifica la trehalosa
sintasa no ha cambiado en C. auris. No ocurre lo mismo con C. maltosa que también

carece de la mayoria de esos nucledtidos en la parte inicial de la secuencia (Figura

5.13).

S. cerevisiae 0.19318
C. auris 0.10082

C. orthopsilosis 0.01589
4[: C. parapsilosis 0.01744
i C. albicans 0.0046
L—————— C dublinensis 0.0046

C. tropicalis 0.12431
C. maltosa 0.02373

Figura 5.13. Arbol filogenético representando la agrupacién de secuencias de
trehalosa-6-fosfato sintasas (trahalosa sintasa) presentes en S. cerevisiae y en
diferentes especies del género Candida.

TREHALOSA-6-FOSFATO FOSFATASA (TREHALOSA FOSFATASA)

La segunda etapa en la biosintesis de trehalosa, consiste en defosforilacion del
compuesto intermediario trehalosa-6P, llevada a cabo por una fosfatasa especifica,
denominada Tps2p o TPPp segun el organismo examinado (Figura 5.1) [29,42,70]. El

producto final, trehalosa libre, es la forma comun de la molécula presente en la biosfera.
Caracterizacion del gen 7PS2

Siguiendo el mismo patrén, se ha priorizado el andlisis de este gen en las levaduras
S. cerevisiae y C. albicans. El gen TPS2 se localiza en el cromosoma IV de §.

cerevisiae y su ORF predice una secuencia de 2.685 nucledtidos que codifica una
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proteina de 102,8 kDa [83]. La doble interrupcion del gen 7PS2 provoca incapacidad
para sintetizar trehalosa con una gran acumulacion en paralelo de trehalosa-6P (T6P). El
mutante [0s2 de S. cerevisiaé se comporta como sensible a la temperatura y presenta
alteraciones en la superficie externa de la pared celular que da lugar a fenotipos de
agregacion e incremento de la permeabilidad, principalmente en cultivos estacionarios
[76,78,84]. La acumulacion excesiva de T6P induce alteraciones en el metabolismo de

la glucosa debido a la inhibicidn especifica de la hexoquinasa (HxK II) [74].

En C. albicans, la clonacion y disrupcion homocigética del gen CaTPS2 se realizd
por los grupos del Dr. C. Gancedo (CSIC, Madrid) y el Dr. J.M. Thevelein (KU Leuven,
Bélgica), mediante la complementacion funcional del mutante termosensible #0s2 de S.
cerevisiae [76-78]. Hay un tnico gen 7PS2 que tiene un tamafio de 2.664 nucledtidos
correspondientes a 888 aminoacidos. El andlisis de la ORF ha determinado una
secuencia proteica homologa al 67% con la proteina tps2p de la levadura de gemacion.
El andlisis de la region promotora revela la existencia de motivos CCCCT implicados

en la regulacion transcripcional mediada por estrés ambiental [76-78].

Se han descrito importantes alteraciones fisiologicas asociadas a la interrupcion
génica del gen TPS2 en C. albicans. Asi el mutante nulo [ps2/ps2 es incapaz de
sintetizar trehalosa, pero presenta una hiperacumulacion del intermediario trehalosa-6P,
que es muy toxica para la célula [30-32], produciendo un fenotipo de termosensibilidad
con reduccion del crecimiento a 42°C y una intensa agregacion celular en fase
estacionaria, mientras la capacidad de formar hifas en medios conteniendo glucosa
permanece inalterable, aunque el ensamblaje de la pared celular puede verse afectada
[76]. Con todo, el efecto deletéreo mas notable para C. albicans es la pérdida de
virulencia de los mutantes {082/ [ps2, que convierte a esta ruta en un interesante objetivo

para el desarrollo de nuevos antifingicos [36,71,76-78].

De manera similar a como se ha realizado con las tres enzimas precedentes,
partiendo de la secuencia de la trehalosa 6-fosfato fosfatasa (trehalosa fosfatasa) de
S. cerevisiae, se prepar6 un apilamiento que incluia esta misma y las secuencias de
Candida seleccionadas para esta Tesis Doctoral (Figura 5.14). A partir del
establecimiento de la secuencia, la proteina Tps2p de C. albicans se puede dividir en

dos dominios estructurales: el dominio N-terminal (Tps2NTD) pfam00982 que incluye



534 residuos compartiendo una amplia region con tpslp de C. albicans, pero sin la
presencia de residuos cataliticos clave, ello hace que ésta sea una zona con una

estructura y sobre todo con funcién todavia desconocida [76,77,81].

El dominio C-terminal de C. a/bicans (Tps2PD) pfam02358 abarca el intervalo desde
los aminoacidos 535 a 888, y contiene el dominio de actividad fosfatasa (Figura 5.14).
Pertenece a la superfamilia de "haloacidos deshidrogenasas fosfatasas (HADSF) [81].
Actualmente, se desconoce el mecanismo que regula la especificidad de union de la
trehalosa-6P al centro activo y su posterior catalisis por las enzimas tipo fosfatasa
(Tps2p o Tpp) [81]. De manera similar a lo efectuado con las enzimas precedentes, se
buscaron posibles sitios de N-glicosilacion (Tabla 5.7), encontrandose dos ampliamente
distribuidos en casi todas las levaduras (NTT(A/S) y NW((T/S)(S/I), excepto en
S. cerevisiagy en C. auris.

Tabla 5.7. Sitios potenciales de N-glicosilacion en las trehalosa fosfatasas.

Especies Sitios de N- Posicion sitios méas comunes
glicosilacion NTT(A/S) NW(T/S)(S/I)
S. cerevisiae 6 450 nd
C. auris 5 437 nd
C. orthopsilosis 6 439 515
C. parapsilosis 8 439 515
C. albicans 5 438 514
C. dubliniensis 4 438 514
C. tropicalis 6 439 515
C. maltosa 7 433 509

En el alineamiento de las secuencias genomicas correspondiente al gen 7PS2 (o
TPP) se muestran enmarcados los residuos idénticos y los altamente conservados, tanto

el dominio N-terminal (Tps2NTD) como en el C-terminal (Tps2PD) (Figura 5.14).
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S_cerevisiae
C_auris
C_orthopsilosis
C_parapsilosis
C_albicans
C_dubliniensis
C_tropicalis
C_maltosa

S_cerevisiae
C_auris
C_orthopsilosis
C_parapsilosis
C_albicans
C_dubliniensis
C_tropicalis
C_maltosa

S_cerevisiae
C_auris
C_orthopsilosis
C_parapsilosis
C_albicans
C_dubliniensis
C_tropicalis
C_maltosa

S_cerevisiae
C_auris
C_orthopsilosis
C_parapsilosis
C_albicans
C_dubliniensis
C_tropicalis
C_maltosa

S_cerevisiae
C_auris
C_orthopsilosis
C_parapsilosis
C_albicans
C_dubliniensis
C_tropicalis
C_maltosa

S_cerevisiae
C_auris
C_orthopsilosis
C_parapsilosis
C_albicans
C_dubliniensis
C_tropicalis
C_maltosa

S_cerevisiae
C_auris
C_orthopsilosis
C_parapsilosis
C_albicans
C_dubliniensis
C_tropicalis
C_maltosa

Dominio glicosil transferasa 20, pfam (00982)

------------------- MTTTAQDNSPKKRQRIINCVTQLPYKIQL - - - -GESNDDWK
MPTVYEQLKAYPSDTPTVSPKSYASNDKLSLSGRVLSVVSSLPTQIS -KVNDSSGQTTWS
-MPELSQLKVSPANTHAVSPXDFANNDKVKLSGRILNVSTTLPTQIVSNYDSKTNSYYWD
-MPELSQLKVSPANIHAVSPXDFANNDKVKLSGRILNVSTTLPTQIVSNYDSETNRYYWD
- -MAPQQVNAFSANGSIPSPKEFEGKGKLKLSGRILNVMTSLPLQIISDYDNKTGQYYWD
--MAPQQAKVFSANGSIPSPKEFEGKGKLKLSGRILNVMTSLPLQIISDYDNKNGEYYWD
--MAPQKLRAFPTTTPIVSPKEYEGNNKVKLSGRILNVMTSLPTQITSDYNKETKQYFWD
--MSPQQLN----- GT FSPKQFKGNDKLKLSGRILNVHTSLPSKIISDFDKNTGQYYND

P T

ISATTGNSALYSSLEYLQFDSTEYEQHVVGWTGEITRTERNLFTREAKEKPQDLDDDPLY
VDPIRGQSAMYSSVFFLQH-QTDWESHLIGWTGELSNKTN-AT - - - -DVNSDNIKDDPMY
VDIVHGSSALFSSQSFLQQ-HTDWETHVIAWTGELKNKVKNTV- - - -NVTADNLEDDPLY
VDIVHGTSALFSSQSFLQQ-HTDWETHVIAWTGELKNKVKNTV----NVTADNLEDDPLY
VETVRGNSALYSSQHFLAE-NKEWETHLIAWTGELINKKKDTS----SLTADTLQDDPLY
VEAVRGNSALYSSQNFLAE-NKEWETHLIAWTGELINKKKDTS----LLTADTLQDDPLY
VEAVRGNSALYSSQHFLVE-HSDWETHVIAWTGELINKNKNTS----SLTAENLQDDPLY
VESVRGNSASYASQQFLVE DTEWETHIIANTGELINKKKNTS-—-—SLTAENLQDDPLY

LR L R . % * * t**# . . *** *

LTKEQINGLTTTLQDHMKSDKEAKTDTTQTAPVTNNVHPVWLLRKNQSRWRNYAEKVIWP

LDERDKHGLEEQIR--------------- STLKTDNVHPVIWL LRKDQDRWRRYAEKVIWP
LDDEDKGEIEKKLQ------======--- KAIGSENIHPIWLLRRDQERWRKYAENVIWP
LDDEDKDEIEKKLQ--------------- KAIGSKNIHPIWLLRRDQERWRKYAESVIWP
LDEEDKSKIEKKLC--------------- DASGTPNIHPVIWLLRRDQGRWRKYAENVLWP
LDEEDKSKIEKKLC-~----nnnoouuunn DASGTPNIHPVIWLLRRDQGRWRKYAENVLWP
LDEDDKKDIEKKLC--------------- EANGTPNIHPVWLLRRDQSRWRRYAENVLWP
LDEEDKNDIEKKLR--------------- AANGTPNIHPVWLLRRDQSRNRKYAENYLNP

* . . . s KoRERRKK. oK KKK Kokk kK

TFHYILN-PSNEGEQEKNWWYDYVKFNEAYAQKIGEVYRKGDIIWIHDYYLLLLPQLLRM
VFHYIQGQPND-GAQEGQEWYDYVRFNEAYFQKIKATIYKPGDVIWIHDYYLMLLPQLLRM
VFHYFSGTPSD-GKEEIQAWHDYVKFNEAYANKIKQIYKPGDVIWIHDYYLLLLPQLLRM
VFHYFSGTPSD-GKDEIQAWHDYVKFNEAYANKIKQIYKPGDVIWIHDYYLLLLPQLLRM
VFHYIQGQPSD-GKAETDAWHDYVKFNEAYLNKIKSVYKPGDIIWIHDYYLLLLPQLLRM
VFHYIQGQPSD-GKAETDAWYDYVKFNEAYLNKIKSVYKPGDIIWIHDYYLLLLPQLLRM
VFHYIQGQPSDDGTAEINAWHDYVKFNEAYLNKIKAVYKPGDIIWIHDYYLLLLPQLLRM
VFHYIQGQYSDDGNGEIDAWHDYVKFNEAYLNRIKAVYKPGDIIWIHDYYL -LLPQLLRM

k. B e Wk RRKKE .o X o Moo RO e OO RORONOK KOk Ok Ok

LEQQVNELVNSINSEYGNLNFSPVQHYYMRIPKDVYLSLLRVADLCLITSVRDGMNTTAL
VEKKVSDLVTSINSRYGNLNHTPVLHYQIRINKDEYLALLRVADLCLITSIRDGMNTTSL
VEQKATELINQINSQYGTLNHTPVLHYQMRVPKEEYLALLRVADLCLITSVRDGMNTTAF
VEQKATELINQINSRYGTLNHTPVLHYQMRVPKEEYLALLRVADLCLITSVRDGMNTTAF
VETRVTEIISRINSKYGNLNHTPVLHYQMRVAKEEYLALLRVADLALITSVRDGMNTTSL
VETRVTEIISRINSKYGNLNHTPVLHYQMRVAKEEYLALLRVADLALITSVRDGMNTTSL
VESKVTELISRINSKYGDFNHTPVLHYQMRIGKDEYLALLRVADLALITSVRDGMNTTSL
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[Capitulo 1]

Dominio trehalosa PPasa, pfam (02358)

S _cerevisiae LFLFDYDGTLTPIVKDPAAAIPSARLYTILQKLCADPHNQIWIISGRDQKFLNKWLGGKL 632
C_auris LFLFDYDGTLTPIVKDPVAAIPSSRLHKIVDKLAEDPKNQIWI I SGRDQAF LDKWWGSK - 612
C_orthopsilosis LFLFDYDGTLTPIVKDPAAAIPSDKLNRVLDILASDPKNQIWIISGRDQAF LEKWMGQK - 614
C_parapsilosis LFLFDYDGTLTPIVKDPAAAIPSDKLNRVLDILASDPKNQIWIISGRDQAF LEKWMGRK - 614
C_albicans LFLFDYDGTLTPIVQDPAAATPSDKLNRILDVLSSDPKNQIWI I SGRDQAF LEKWMGNK - 613
C_dubliniensis LFLFDYDGTLTPIVQDPAAATIPSDELNRILDVLSSDPKNQIWIISGRDQAF L EKWMGNEK - 613
C_tropicalis LFLFDYDGTLTPIVKDPAAAIPSDKLNRILDTLSADPKNQIWIISGRDQAF LEKWLGSK - 614
C_maltosa LFLFDYDGTLTPIVKDPAAAIPSDkLNPILDTLSADPKNQINIISGRDQQFLEKthTK— 608
Aok kR RO RR R R R R R RO . ok RRRKKREERRE KK K K K
S _cerevisiae PQLGL SAEHGCFMKDVSCQDUVNL TEKVDMSHQVRVNEVMEEF TTRTPGSF IERKKVALT 692
C_auris -NVGLSAEHGCFMKDVGS TKWFNLAEAF DMSWQLKVDEVFKRYTDQTPGSNIERKKVALT 671
C_orthopsilosis -HVGLSAEHGCF IKDLGSKEWVNLAEAYDMSWQPKVEDVFKKYTKQTPGSNIEIKKVALT 673
C_parapsilosis -HVGLSAEHGCF IKDLGSKEWVNLAEAYDMSWQPKVEDVFKKYTKQTPGSNIEIKKVALT 673
C_albicans -NVGLSAEHGCFMKDIGSKEWVNLAASFDMSWQEKVDDIFKYYTEKTPGSNIERKKVALT 672
C_dubliniensis -NVGLSAEHGCFMKDIGSKEWVNLAASFDMSWQEKVDDIFKYYTEKTPGSNIERKKVALT 672
C_tropicalis -NVGLSAEHGCFMKDLGSKTWVNLAESFDMSWQEKVDDVFKDYTEKTPGSNIERKKVALT 673
C_maltosa -NIGLSAEHGCFMKDIGSKKWVNLAESFDMSWQAKVDDVEKYYTEKTPGSNIERKKVALT 667
::i:ﬁ**"‘vii’b’:'-i’:._ "**: PR S Y :'I'::::: :b’ :*v'«v EE S s
S _cerevisiae WHYRRTVPELGEEHAKEL - KEXLLSFTDDEDLEVMDGKANIEVRPRFVNKGEIVKRLVMH 751
C_auris WHYRRSDPELGKYQADLCLXELRDGIEKEYDVEVMEGKANIEVRPRFVNKGEIVKRLVLN 731
C_orthopsilosis WHYRGADPELGAYQAQKCLDELNETIATEYDVEVMSGKANIEVRPKFLNKGEIVKRLVTH 733
C_parapsilosis WHYRGADPELGAYQAQKCLDELNDTIATEYDVEVMSGKANIEVRPKFLNKGEIVKRLVTH 733
C_albicans WHYRRADPDLGNFQAEKCMKELNDTVAKEYDVEVMAGKANIEVRPKFVNKGEIVKRLVLH 732
C_dubliniensis WHYRRADPDLGNFQAEKCMKELNDTVAREYDVEVMAGKANIEVRPKFVNKGEIVKRLVLH 732
C_tropicalis WHYRRADPELGAF QAEKCLKQLNDTVAKEYDVEVMAGKANT EVRPKFVNKGE IVKRLVLH 733
C_maltosa WHYPPSDPELGAFQAEKCL(ELNDTVAKEYDVEVJ MAGKANTEVRPKFVNKGEIVKRLVLH 727
EE =3 = ( £ 3 :. al . HH 4:**0‘ HHHH-H*HH:* EE S S S S H
S_cerevisiae WHYRRTVPELGEFHAKEL -KEKLLSFTDDFDLEVMDGKANT EVRPRFVNKGEIVKRLVIWH 751
C_auris WHYRRSDPELGKYQADLCLKELRDGIEKEYDVEVMEGKANIEVRPRFVNKGEIVKRLVLN 731
C_orthopsilosis WHYRGADPELGAYQAQKCLDELNETIATEYDVEVMSGKANT EVRPKFLNKGETVKRLVTH 733
C_parapsilosis WHYRGADPELGAYQAQKCLDELNDTIATEYDVEVMSGKANIEVRPKFLNKGEIVKRLVTH 733
C_albicans WHYRRADPDLGNFQAEKCMKELNDTVAKEYDVEVMAGKANI EVRPKFVNKGEIVKRLVLH 732
C_dubliniensis WHYRRADPDLGNFQAEKCMKELNDTVAREYDVEVMAGKANIEVRPKFVNKGEIVKRLVLH 732
C_tropicalis WHYRRADPELGAFQAEKCLKQLNDTVAKEYDVEVMAGKANT EVRPKFVNKGEIVKRLVLH 733
C_maltosa NHYRPSDPELGAFQAEKCL<ELNDTVAKEYD\.’EVJ MAGKANIEVRPKFVNKGEIVKRLVLH 727
EE . A. . V:!k!klt EE S ikl’b’ kS *kb’*!\*k-‘** .
S_cerevisiae QHGKPQDML - -KGISEKLPKDEMPDFVLCLGDDF TDEDMF RQLNT IETICWKEKYPDQKNQ 809
C_auris GHGAKQDPHSIQLDPKSIPVSELPDFMLCLGDDTTDEDMFRVLKEI EAKWHLNE-LPKNK 790
C_orthopsilosis PHGTKQSLE- -DELKEEVPHEELPDFVLCLGDDL TDEDMF KSLHK T ENQWK LDN- APKNE 790
C_parapsilosis PHGTKQSLE--EELNKEVSHEELPDFVLCLGDDLTDEDMFXSLHKIENQWKLDN-VTKNE 790
C_albicans PHGAKQEKHPTGHCTKDIPTEEL PDFMLCLGDDL TDEDMFNSLNE INK|KWKGDN-RPTHK 791
C_dubliniensis PHGAKQDKHPSGHCTKDIPIDQL PDFMLCLGDDL TDEDMFXSLTE TNKKWTNDN-RPTHK 791
C_tropicalis PHGTKQDQTATGASDENVSVDELPDFILCLGDDL TDEDMFNSLITIEKQWQGKD-VPTNG 792
C_maltosa PHGTF‘QEESATGQCKDN\I’AVBELPDFMLCLGDDLTDED'1FNSLIAIEKQNKGEN—VPRNE 786
X% *_ -al - JOUOHK b S S K'\HHHV x H: * . *:
5_cerevisiae WGNYGFYPVTVGSASKKTVAKAHLTDPQQVLETLGLLVGDVSLFQSAGTVDLDSRGHVKN 869
C_auris CGSYGVFPVLVGPAAKETLATSHLNDPSQVIDTLGLLSGDVSLFESAGSVDLDDRGHVAN 858
C_orthopsilosis FGTYGVFPVAVGPASKKTVATAHLTEPAQVLETLGLLAGTVSLFESAGSVDLDDRGHVAN 850
C_parapsilosis FGTYGVFPVAVGPASKKTVATAHLTEPAQVLETLGLLAGTVSLFESAGSYDLDDRGHVAN 850
C_albicans FGSYGVYPVAVGPASKKTVATIAHLNEPRQVLETLGLLAGLVSIFESAGTVDLDDRGHLAN 851
C_dubliniensis FGSYGVYPVAVGPASKKTVAIAHLNEPRQVLETLGLLAGLVSIFESAGTVDLDDRGHLAN 851
C_tropicalis YGTHGVYPVAVGPASKKTVATAHLNEPAQVLETLGLLAGQVSIFESAGSVDLDDRGHLAN 852
C_maltosa YGSYGIYPVAVGPASKKTVATAHLNEPAQVLETLGLLAGSVST FESAGSVDLDDRGHLAN 846
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Figura 5.14. Alineamiento ordenado de las secuencias de la enzima trehalosa fosfatasa
deducidas para las siete especies de Candida escogidas, asi como de la enzima de
Saccharomyces cerevisiae. El protocolo de analisis informatico se describe en Materiales y
M¢étodos. Para otros detalles, ver el texto.

Al comparar las secuencias se corrobora que los aminoacidos situados en las

posiciones 39 (serina) y 69 (tirosina) han sido sustituidos por treonina y fenilalanina
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respectivamente en C. parapsilosis (Figura 5.14). Ni en C. auris ni en el resto de
especies ocurre esta variacion, sin que tengamos por el momento una explicacion
convincente. Los dos residuos clave involucrados en la formacion del tetramero se
localizan en las posiciones 236 y 434 y son iguales en todas las levaduras analizadas.
A partir del residuo 535 comienza el extremo C-terminal (Tps2PD) de la molécula,

que termina con el aminodacido serina de la posicion 833 (Figuras 5.14 y 5.15].

Los residuos involucrados en la catalisis y en la union al sustrato ocupan las
posiciones 559, 561, 566, 599, 601, 605, 621, 667, 673, 675, 712 y 722. En este caso
(trehalosa fosfatasa), los aminoacidos que conforman el centro catalitico son idénticos
en todas las especies estudiadas. El menor grado de homologia se encuentra entre
S. cerevisiae y el resto de especies de Candida con un 54% aproximadamente
(Figura 5.14). Por el contrario, el mayor grado de similitud se produce entre C. albicans
y C. dubliniensis (97%). C. parapsilosis comparte un 76% de aminoéacidos en la
secuencia con C. albicansy un 68% con la emergente C. auris (Figura 5.14).

Posteriormente, se enviaron las secuencias de la trehalosa fosfatasa de S. cérevisiae y
de las candidas seleccionadas al servidor Phyre que gener6 estructuras compatibles con
el modelo mas cercano (S. cerevisiag) (Figura 5.15). La conformacion de la region
Tps2NTD (residuos 1-534) se determind mediante una sustitucion molecular, utilizando
la estructura de OtsA de E£scherichia coli, un homoélogo de Tpsl, como modelo de
busqueda [58]. La disposicion tridimensional de la regionTps2NTD es similar a la
establecida para otras enzimas que pertenecen a la clase GT-B de glicosiltransferasas
[81] y contiene dominios de pliegues o plegamientos de Rossmann N- y C- terminales y
una hélice C-teminal que interactia con cada dominio de pliegue de Rossmann [81]. A
pesar de tener una estructura y composicion muy similar a OtsA, el analisis de las
secuencias revela que los residuos G22 de OtsA, involucrados en la union de UDP, y
R9, Y76 y R300, involucrados en la unién de G6P, estan reemplazados con una tirosina,
serina, triptofano mas una delecion en la zona Tps2NTD respectivamente [81]. Esta
evidencia sugiere que Tps2NTD podria no intervenir en la defosforilacion de T6P pér se
y se desconoce si posee alguna otra actividad enzimadtica alternativa. Sin embargo, la
molécula se considera esencial para la supervivencia celular a temperatura elevada

como se ha subrayado anteriormente.



Figura 5.15. Modelos tridimensionales (3D) de trehalosa 6 fosfato fosfatasa obtenidos
para: a) Saccharomyces cerevisiaeé (57%); b) Candida maltosa (82%), ¢) C. albicans
(100%), d) C. tropicalis (85%), €) C. parapsilopsis (77%), ) C. orthopsilopsis (78%), g) C.
dubliniensis (94%) y h) C. auris (68%). Identidad expresada en porcentaje respecto al modelo
cristalizado (Dominio N-terminal de la trehalosa-6-P-fosfatasa de C. a/bicans, pdb SDXF).



[Capitulo 1]

La estructura de Tps2NTD apoya un posible papel en la formacién de complejos
heteroprotéicos, ya que los residuos clave en la interfaz dimera conservada de OtsA de
E. coli también estan presentes en C. albicans [33,42,57,58]. Esta interfaz conservada
sugiere la posibilidad de la union directa con Tpsl en una sola macromolécula, y su
posterior desempefio en la formacion del complejo biosintético de trehalosa en las
especies de Candida examinadas. Tps2PD es cataliticamente activo y se presenta como
un monomero en solucion. La estructura consta de un dominio central (residuos 1-105 y
186-299), que es un plegamiento de Rossmann modificado; y un dominio cap (residuos
106-185), que se inserta entre las dos mitades del dominio central (Figura 5.15). Los
residuos 206-214 no se incluyen en la estructura ya que no se observaron en los mapas.
BeF3 esta unido covalentemente al residuo conservado de aspartato nucleofilico (D25) y
a un Mg**, lo que conforma el sitio activo de la fosfatasa. Hasta dénde se sabe, la
estructura revela el estado de transicion de cualquier fosfatasa especifica de TO6P [81].
En el resto de las especies de Candida analizadas, el gen TPS2 contiene un ORF que
codifica un polipéptido con un tamafio promedio de 2.649 equivalentes a 883

aminodcidos (Tabla 5.2; Figuras 5.14 y 5.15).
Establecimiento de arboles filogéneticos a partir de la comparacion de secuencias

En el filograma construido a partir de todas las secuencias analizadas (Figura 5.16)
se observa como la levadura de gemacion S. cérevisiaé muestra una clara divergencia
del resto de secuencias, siendo C. auris la mas proxima a ella. Por su parte, las
secuencias correspondientes al resto de especies de Candida aparecen mas grupadas

entre si (Figura 5.16).

S. cerevisiae 0.269824

C. quris 0.171697
— C. orthopsilosis 0.0204313
L C parapsilosis 0.0204313
—— C. albicans 0.0163288

C. dublinensis 0.0163288

{ C. tropicalis 0.0794552
C. maltosa 0.0794552

Figura 5.16. Arbol filogenético representando la agrupacién de secuencias de
trehalosa-6-fosfato fosfatasa (trehalosa fosfatasa) presentes en S. cerevisiae y
diferentes especies del género Candida.
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El andlisis bioinformatico se ha revelado como una herramienta util para
establecer relaciones filogenéticas consistentes entre especies patogénicas mas
representativas del género Candida, a partir de la comparacion de secuencias de
aminoacidos correspondientes a las enzimas involucradas en el metabolismo de

la trehalosa.

Todas las proteinas con actividad trehalasa neutra comparten la presencia de un
dominio de unién a calcio. Las regiones central y C-terminal de la proteina
Nth1p/Ntclp se correlacionan con el dominio catalitico de la familia 37 de las

glicosil hidrosilasas.

Con respecto al producto del gen NTC1, C albicans y C. parapsilosis tienen una
correspondencia del 68% en aminoacidos idénticos y un 77% en similares. La
comparacion entre C. parapsilosis y C. auris mostré un 66% de identidad
completa y un 80% de alta similaridad. El alineamiento méximo ocurre entre las
especies C. albicansy C. dubliniensis, con un 92% de aminoacidos idénticos. La
relacion filogenética entre C. maltosay C. tropicalis también es elevada.

El alineamiento de las secuencias correspondientes a las trehalasas acidas (gen
ATC1) revela un grado maximo de homologia entre C. albicans y C.
parapsilosis. La coincidencia también es muy alta entre C. albicans y C.
dubliniensis. C. auris es la levadura patdgena que mas se diferencia del resto de

las analizadas.

La superposicion de estructuras tridimensionales correspondientes a las dos
actividades trehalasa, neutra y acida, en C. albicans y S. cerevisiae, revela la
presencia de dos residuos (Asp y Glu) altamente conservados. Ambos residuos
cataliticos esenciales ocupan posiciones equivalentes en la molécula y

explicarian un idéntico mecanismo de accion para todas las trehalasas.

En la region N-terminal de las secuencias de ambas proteinas (neutra y acida),
aparece un tramo vacio carente de aminoacidos tanto en S. C€revisiaé como en

C. auris y en menor medida en C. maltosa. A falta de una explicacion



VIL

VIIL

convincente, inferimos que esta zona no debe jugar un papel esencial en el

reconocimiento del sustrato y la posterior accion catalitica.

En todas las especies de Candida estudiadas, una sola proteina es responsable
tanto de la actividad trehalosa sintasa (Tpslp) como de la actividad trehalosa
fosfatasa (Tps2p). El andlisis estructural de Tpslp en C. albicans, revela que la
proteina Tpslp adopta un plegamiento tipo GT-B, caracterizado por dos
dominios plegados de Rossmann. El dominio préximo a la region N-terminal
contiene un nucleo de seis hojas B paralelas flanqueadas por ocho hélices a. En
cambio, el dominio C-terminal adopta una disposicion tridimensional B/a/p con
un agrupamiento de seis hojas B paralelas flanqueadas también por ocho

hélices a.

Tomando como referencia el gen TPS1 que codifica la trehalosa sintasa, se
puede concluir una alta homologia entre C. albicans y C. dubliniensis (99%),
siendo ligeramente inferior con C. fropicalis y C. maltosa (95%). A su vez, C.
parapsilosis y C. albicans comparten un 87% de aminoéacidos idénticos,

mientras los aminoacidos iguales de ambas con C. auris coinciden en un 83%.



[Capitulo Il]

Tabla de codigos internacionales de una o tres letras para la designacion de los

aminoacidos.

Alanina Ala A 89
Arginina Arg R 174
Asparragina Asn N 132
Cisteina Cys C 121
Fenilalanina Phe F 165
Glicina Gly G 75
Glutamina Gln Q 146
Histidina His H 155
Isoleucina Ile I 131
Leucina Leu L 131
Lisina Lys K 146
Metionina Met M 149
Prolina Pro P 115
Serina Ser S 105
Tirosina Tyr Y 181
Treonina Thr T 119
Triptofano Trp W 204
Valina Val \% 117
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