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Introduccion

I. INTRODUCCION.

En las Gltimas décadas, las infecciones fungicas invasivas se han convertido en
un importante problema para la salud publica, debido a sus altas tasas de mortalidad y
morbilidad, sobre todo, en enfermos afectados de inmunodeficiencias severas y en
pacientes hospitalizados con enfermedades subyacentes (Pfaller y Diekema, 2007;
2010). Los patdgenos mas frecuentemente implicados en micosis sistémicas, pertenecen
a los géneros Candida, Cryptococcus, Pneumocystis y Aspergillus. La distribucion de
los agentes causales, se ha visto que varian en funcion de la geografia, el estado
sanitario de los pacientes, asi como, de las condiciones que existen en las unidades de

hospitalizacién (Peman y Salavert, 2012).

Se considera que Candida albicans es el principal agente etioldgico de las
infecciones fungicas, pero con més frecuencia se aislan otros microorganismos, que
actlan como patégenos emergentes. Es el caso de las especies incluidas como “no-
albicans” dentro del género Candida, entre las que destacamos: C. parapsilosis, C.

tropicalis y C. glabrata (Silva et al., 2011).

Estas recientes investigaciones, confirman que C. parapsilosis posee una gran
relevancia desde el punto de vista clinico, ya que constituye el segundo aislado més
frecuente en hemocultivos y el primero en las manos del personal sanitario (Trofa et al.,
2008). Es destacable que C. parapsilosis, es un patégeno exdgeno, se localiza en la piel,
mas que en las superficies mucosas y posee una elevada capacidad para formar
biopeliculas en materiales intravasculares o protésicos. Siendo ademas, una de las
principales especies fungicas aisladas en neonatos (Trofa et al., 2008; Nosek et al.,
2009).

En consecuencia, hemos considerado de gran interés abordar el analisis de la
biologia molecular de este microorganismo. Ello nos permitira un mejor conocimiento
de su genoma, con el propdsito de identificar posibles dianas alternativas para el
desarrollo de nuevos antiflngicos, mas selectivos y potentes.

En el presente trabajo, a partir del gen ATC1 (Acid Trehalase Candida),
previamente identificado en C. albicans, como el gen codificante de la proteina

trehalasa acida, se ha procedido a la clonacion y caracterizacion funcional del gen
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ortélogo en C. parapsilosis. A continuacion se realizard una breve introduccion general

con objeto de facilitar una mejor comprension de la presente Memoria.

1.1. TAXONOMIA DEL GENERO Candida.

El género Candida se clasifica taxonémicamente dentro del phylum Ascomicota,
orden Saccharomycetales, perteneciendo a la familia Saccharomycetaceae. Su
definicion taxonomica comprende células vegetativas con gemacion multilateral,
carentes de reproduccion sexual y capaces de formar pseudohifas o verdadero micelio.

Incluye aproximadamente unas 200 especies cuya caracteristica principal es la
ausencia de cualquier forma sexual. Su identificacion se ha basado en técnicas
convencionales, fundamentadas en la descripcion morfologica y fisiologica de especies
y géneros, aunque se ha visto que éstas, dependen de las condiciones de cultivo de las
cepas individuales, lo que ha ocasionado errores en la ubicacion taxondmica.
Actualmente, estos problemas se han solucionado con la aplicacion de técnicas
moleculares, cimentadas principalmente en el andlisis de fragmentos conservados y
representativos de los acidos nucleicos. Las mas utilizadas son la electroforesis de
cariotipo, el analisis de microsatélites, el polimorfismo longitudinal tanto del ADN
mitocondrial, como de los fragmentos de restriccion del ARN ribosomal, el analisis de
los ARN de bajo peso molecular (Barns et al., 1991; Sullivan et al., 1996; Kurtman et
al., 2000) y el empleo del gen RPSO (Garcia-Martinez et al., 2010; Vercher et al., 2011).

En 1991, Barns y colaboradores propusieron el arbol evolutivo de las especies
patdégenas del género Candida y sus parientes mas cercanos, basandose en las
divergencias encontradas en el andlisis del gen de la subunidad nuclear pequefia (18S)
del ADNr. Los resultados indicaron que C. parapsilosis estaba intimamente relacionada
en el grupo de C. albicans y actualmente, se engloba en el Clado de Candida, cuya
caracteristica comun es el codon CTG que codifica el aminoacido serina, en lugar de
leucina, excluyéndose dentro del mismo genero, a las especies C. glabrata y C. krusei
(Butler et al., 2009).
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1.2. GENERALIDADES DE Candida parapsilosis.

El patégeno Candida parapsilosis, se aislé por primera vez en Puerto Rico de las
heces de un paciente con diarrea y fue descrita por Ashford en 1928 (Ashford 1928)
como una especie de Monilia, incapaz de fermentar la maltosa. La especie se denominé
Monilia parapsilosis para distinguirla de Monilia psilosis, aislada con mas frecuencia y
hoy mejor conocida como Candida albicans (Trofa et al., 2008). En la Tabla. 1.1, se

detallan una breve resefia historica y evolucion de la nomenclatura de dicha levadura.

Tabla 1.1. Primeras referencias historicas referentes a la procedencia y nomenclatura de
Candida parapsilosis.

Cronologia de la nomenclatura de C. parapsilosis

1926 | Poll y Nann, propusieron el sinonimio: Monilia onychopila

1928 | Ashford, fue el primero en aislarla y la describié como Monilia parapsilosis

1932 | Langeron y Talice, la nombraron C. parapsilosis, nombre habitual de esta levadura diploide.

1940 | Agente etioldgico de una endocarditis en un adicto a drogas por via parenteral, en este momento se asocid la
infeccion con una introduccion exdgena de C. parapsilosis, a través de los instrumentos médicos invasivos y
las soluciones de nutricion parenteral (Trofa et al., 2008).

1987 | Scherer y colaboradores mostraron que los aislamientos de C. parapsilosis eran genéticamente heterogéneos
y los clasificaron en tres grupos (I, Il, 111), en base a las regiones ITS y la secuencia del ADN ribosomal
5,8S. A partir de aqui se le denomind C. parapsilosis complex.

2005 | Tavanti y colaboradores, estimaron que existian diferencias genotipicas entre los aislamientos de estos
grupos, de esta forma, C. parapsilosis grupo | mantiene el nombre de C. parapsilosis y los aislamientos del
grupo Il 'y 111 constituyen las nuevas especies C. orthopsilosis y C. metapsilosis respectivamente.

Las células de C. parapsilosis presentan formas ovaladas, redondas o con
disposicion cilindrica. Su tamafo oscila entre 2,5-4 x 2,5-9 um, siendo las colonias de
color blanco, cremoso y de aspecto brillante. En cuanto a la morfologia de las mismas,
ésta puede ser lisa 0 rugosa. Se han descrito cuatro morfotipos diferentes: la forma
crepe, concéntrica, lisa y crater (Figura 1.1). El fenotipo de la colonia va ligado a la
morfogenia de la levadura, asi mientras que los fenotipos crepe y concéntrico estan
compuestos principalmente por pseudohifas, los fenotipos crater y liso lo estan por

ceélulas levaduriformes (Laffey y Butler 2005). (Figura 1.1).
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Figura 1.1. 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 créter (Laffey y Butler, 2005).

La morfogénesis constituye un punto critico en la investigacion de C.
parapsilosis, porque, a diferencia de C. albicans, la primera no es capaz de producir un
verdadero micelio, aunque si, puede realizar una transicion dimorfica de levadura a
pseudohifa. Sin embargo la forma de sus colonias es similar a la de C. albicans, pero C.
parapsilosis difiere microscopicamente por la presencia de pseudohifas largas y
curvadas denominadas células gigantes (Silva et al., 2011). A continuacién
describiremos el patron morfoldgico general desarrollado por el género Candida.

Como criterio bésico, la morfologia levaduriforme se denomina como
blastoconidios o blastosporas (Figura 1.2.A), células que se reproducen asexualmente
por gemacion multilateral, correspondiendo a la fase unicelular del hongo (Figura
1.2.B1). Cuando la yema alcanza su tamafio 6ptimo, se produce la division celular y se
forma una cicatriz de gemacion entre la célula madre y la hija (Figura 1.2.B1). Otro tipo
celular son las hifas, cuya agrupacion da lugar a los micelios; se corresponden con
células que han sufrido un crecimiento apical continuo, la elongacion va seguida de
tabicacion interna mediante septos dispuestos a intervalos regulares, conservando una
comunicacion intraplasmatica a través de poros en los septos de division. Pueden
generar yemas laterales o ramificaciones que contindan siendo mononucleadas. Por el
contrario, las pseudohifas (0 pseudomicelios), estan constituidas por células que
permanecen unidas a la madre después de dividirse, dando como resultado agrupaciones
de células alargadas unidas, de aspecto variable, en cadenas y racimos, pero sin
continuidad citoplasmatica (Figura 1.2.B2).

Existen evidencias recientes de que la formacién de pseudohifas en
C. parapsilosis va unida a un aminoacido especifico, en concreto la citrulina, que causa

cambios significativos en la morfologia de las células y por tanto de las colonias (Kimet
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et al., 2006). C. parapsilosis, es un microorganismo ubicuo en el medio ambiente
natural, se encuentra habitualmente como comensal en tejidos epiteliales y mucosas de
los seres humanos, pero su habitat no esta restringido exclusivamente al hombre, ya que
se ha aislado también de animales domesticos, insectos o de diversos habitats como el

suelo y ambientes marinos (Carruba et al., 1991; Suh et al., 2008).

Figura 1.2. Micrografias correspondientes a los distintos tipos morfoldgicos presentes en C.
parapsilosis. El panel A) muestra una imagen correspondiente a una célula levaduriforme o
blastoconidios. El panel B) muestra una imagen de reproduccion por gemaciéon (B1), junto con
la formacion de pseudohifas (B2). Las levaduras fueron tefiidas de acuerdo con el protocolo
descrito en el Apartado Il. 29 de Materiales y Métodos y se observaron por microscopia de
fluorescencia (x100 aumentos).

Respecto a las condiciones de cultivo, C. parapsilosis presenta requerimientos
nutritivos relativamente simples, pudiendo crecer sobre un sustrato mineral que
contenga fuente de carbono (glucosa u otros azulcares), nitrégeno (sales de amonio),
fosfato, azufre y algunos cationes divalentes, pero en cambio es incapaz de asimilar y
fermentar la lactosa (Tabla 1.2) (Silva et al., 2011).
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Tabla.l.2. Asimilacion de azlcares por C. parapsilosis. (+) Reaccion positiva; (-) reaccion
negativa (V), reaccion variable y (D) demorada.

Glucosa + Rafinosa - Eritritol

Galactosa + Melecitosa - Ribitol +
Sacarosa + Almidén - D-manitol +
Maltosa + D-xilosa i L-arabinosa +
Celobiosa - D-ribosa v(D) D-arabinosa
Trehalosa + L-ramnosa - Inositol

Lactosa - Etanol + Nitrato de potasio -
Melibiosa - Gilicerol +  Insulina

1.3. DISTRIBUCION POR ESPECIES DE AISLADOS DE Candida SEGUN
DIFERENTES ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS.

1.3.1. DISTRIBUCION A NIVEL MUNDIAL.

Mas del 90% de las infecciones invasivas causadas por Candida, se atribuyen a
cinco especies: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y Issatchenkia
orientalis. Sin embargo, C. albicans sigue siendo la especie con mayor prevalencia
dentro de su género y se aisla frecuentemente como responsable de infecciones
superficiales y sistémicas en humanos. Las restantes especies denominadas
genéricamente como “no-albicans” han sido asociadas de forma creciente con otras
enfermedades desde 1990 (Tavanti et al., 2005). Los trabajos de Colombo y
colaboradores (2006), indican que se esta invirtiendo la relacion entre infecciones
provocadas por C. albicans y C. no-albicans, aumentando estas Ultimas, hasta un 57%
del total de casos (Figura 1.3).

Sin embargo, los episodios de infecciobn por C. parapsilosis se estan
incrementando en todo el mundo, existiendo variaciones geogréaficas, en funcion de las
caracteristicas y de las enfermedades de base de cada paciente. Segun datos del
“SENTRY Antimicrobial Surveillance Program” de 2003, C. parapsilosis fue la
segunda especie mas comun, aislada de lugares del cuerpo inocuos en personas
hospitalizadas, representando un 15,5% de los casos en Norteamérica, el 16,3% en
Europa y él 23,4% en Latinoamérica. Tan sélo fue superada por C. albicans (51,5%,
47,8% y 36,5%, respectivamente) y por C. glabrata (21,3%) en Norteamerica (Messer
et al., 2006; Trofa et al., 2008).
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Figura 1.3. Representacion gréafica del nimero de candidemias anuales diagnosticadas en
Brasil. Esta considerado como un pais con gran incidencia clinica de infecciones emergentes
por hongos oportunistas. Los datos aparecen agrupados en infecciones provocadas por
C. albicans y C. no-albicans (Colombo et al., 2006).

1.3.2. DISTRIBUCION A NIVEL DE ESPANA.

En Espafia, los Gltimos estudios multicéntricos revelaron que C. albicans
(44,66%) fue la especie aislada en mayor proporcion, seguida de C. parapsilosis
(26,58%), C. glabrata (11,47%), C. tropicalis (8,21%) y C. krusei (1,96%), tal y como

se muestra en la Figura 1.4 (Peman et al., 2012).

C. krasei Otras spp.
(196%) (496 %)
C orthopsilosis (2,18 %)

C. tropicalis (8,21%)

C. glabrata
11,47%)

C parapsilosis
(26,58%)

Figura 1.4. Grafico mostrando a nivel de Espafa el porcentaje de aislamientos clinicos de
micosis infectivas causadas por las distintas especies del género Candida. El diagrama ha
sido elaborado a partir de los datos obtenidos de un estudio multicéntrico realizado en las
distintas autonomias del estado (Peman et al., 2012).
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Adicionalmente, un estudio epidemiolégico multicéntrico anterior realizado en
las diferentes regiones de Espafia, revelé como la distribucion de las especies del género
Candida fue homogénea siendo C. albicans la especie predominante, a excepcién de
Galicia y Extremadura, donde C. parapsilosis fue la méas frecuente; con unas tasas de
prevalencia muy superiores a las del resto del pais: 47,6% y 58,3%, respectivamente
(Saiman et al., 2001; Peméan et al., 2002).

1.4. FACTORES DE RIESGO.

A modo de comparacion, las infecciones producidas por C. albicans estan
precedidas por una colonizacion anterior, 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. Por el contrario, las infecciones causadas
por C. parapsilosis, pueden ocurrir sin colonizacion previa del patdgeno,
transmitiéndose horizontalmente a través de fuentes contaminadas externas, tales como
dispositivos médicos, las manos de trabajadores sanitarios, protesis, catéteres, etc, como
ya se ha indicado anteriormente (Trofa et al., 2008).

El aumento de las infecciones debidas a C. parapsilosis, se ha atribuido a una
amplia variedad de factores de riesgos, incluida la gran capacidad selectiva del
organismo para crecer en soluciones de hiperalimentacion ricas en glucosa, empleadas
en hospitales como nutricién parenteral. Los pacientes inmunocomprometidos, como los
afectados de SIDA y otros quirldrgicos, especialmente los sometidos a una cirugia
extensiva del tracto gastrointestinal, presentan un riesgo elevado de candidiasis por
C. parapsilosis. No obstante, la poblacion mas sensible a sufrir infecciones
nosocomiales por dicha levadura, son los neonatos con muy bajo peso al nacer (Shin et
al., 2002; Wisplinhoff et al., 2004 Trofa et al., 2008; Van Asbeck et al., 2009). Otros
factores de riesgo a considerar fueron: cateterismo vascular, nutricion parenteral, terapia
inmunosupresora, transplante y neutropenia (Almirante et al., 2006). En la Tabla 1.3 se

resumen las diferentes manifestaciones clinicas producidas por dicho patogeno.



Introduccion

Tabla 1.3. Caracteristicas epidemioldgicas y principales manifestaciones clinicas del
patdgeno emergente C. parapsilosis en relacion con otras especies de Candida.

Manifestaciones

o Datos relevantes
clinicas

. . ~ Los indices de mortalidad de candidemias, producidas por C. parapsilosis es del 28,5 % frente
Candidemia a44,8% de C. albicans (Trofa et al., 2008).

o C. parapsilosis es la segunda causa mas comun de las endocarditis fungicas después de
Endocarditis C. albicans, suponiendo el 17% de los casos identificados (Garzoni et al., 2007).

L C. parapsilosis es causa infrecuente de meningitis flngica, pero se puede presentar en el 1,6 %
Meningitis de los casos frente a C. albicans que es responsable del 90,1 % (Voice et al., 1994).

o C. albicans es la principal causa de peritonitis fungica, pero C. parapsilosis se asocia con mas
Peritonitis frecuencia en pacientes sometidos a dialisis peritoneal (Yinnon et al., 1999).

En un estudio realizado en 1992, identificaron a C. parapsilosis como el agente responsable de
Artritis 8 casos de artritis, asociados a la implantacion de prétesis o a la practica de artocentesis
(Weems., 1992).

o C. parapsilosis se asocia con la enfermedad invasiva ocular como endoftalmitis y queratitis,
Endoftalmitis debido a infecciones postoperatorias (Trofa et al., 2008).

o En un estudio realizado en Espafia se encontré que de los 40 pacientes con otomitosis en un
Otomicosis 42,9% se identifico como agente patdgeno a C. parapsilosis. (Garcia-Martos et al., 1993).

Las onicomicosis producidas por C. parapsilosis estan asociadas con enfermedad distal de la
Onicomicosis ufia, al contrario que la producida por C. albicans que se manifiesta como una onicomicosis
proximal o total (Segal et al., 2000).

Vulvovaginitis ~ C- parapsilosis se aisla poco en casos de vulvovaginitis, sigue siendo la mas predominante
C. albicans (Otero et al., 1998).

1.5. Candida parapsilosis COMO AGENTE PATOGENO.

1.5.1. FACTORES DE VIRULENCIA.

Actualmente, existe un cierto debate sobre la verdadera naturaleza y la
definicion precisa de los factores de virulencia en las levaduras (Silva et al., 2011).
Como norma, se podria proponer que todos los rasgos necesarios para el
establecimiento de una enfermedad, deben ser considerados factores de virulencia y
seran aquellos que interactdan con las células del hospedador causando dafio (Haynes,
2001).

La patogénesis en las especies de Candida esta mediada por un gran nimero de
atributos responsables de su virulencia; entre los que destacan la adherencia y la
formacion de biopeliculas tanto en el tejido del hospedador, asi como en dispositivos
médicos o la produccion de diversas enzimas hidroliticas que dafian al hospedador:

hidrolasas, proteasas, fosfolipasas y hemolisinas, entre otras (Trofa et al., 2008; Silva et
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al., 2011). Se ha investigado mucho en la identificacion de estos factores en C. albicans,
pero en el caso de C. parapsilosis los datos obtenidos son relativamente escasos. A
continuacion se describen de manera independiente, cada uno de estos factores de

virulencia.
1.5.1.1 ADHERENCIA Y FORMACION DE BIOPELICULAS.

La adhesion es la primera etapa de la colonizacion de los microorganismos a la
superficie de células hospedadoras y es un factor crucial para que la infeccion se
desarrolle con éxito. Los receptores fungicos implicados en este proceso se denominan

adhesinas y se expresan en la superficie del hongo (Chaffin et al., 1998).

Concretamente en C. parapsilosis se han descrito genes ortélogos a C. albicans,
entre los que se incluyen miembros de la familia HWP1 y ALS. Se han identificado
cinco genes pertenecientes a la familia ALS y parece posible que la expresion de algunos
de ellos, este regulada por BCR1 (Biofilm and Cell Wall Regulator 1), un factor de
transcripcion requerido para la formacion de biopeliculas en ambas especies:
C. albicans y C. parapsilosis. Dicho factor transcripcional regula genes que codifican
para adhesinas y proteinas de la pared celular como ALS1, ALS3, HWP1 y RBT5
(Blankenship y Mitchell, 2006; Ding et al., 2011). A pesar de que el genoma de
C. parapsilosis contiene miembros de alguna de esta familia de adhesinas, existen
notables diferencias entre las especies, por ejemplo ALS3 solo ha sido identificada en

C. albicans y no en ninguna otra especie de Candida (Butler et al., 2009).

Cuando C. parapsilosis se adhiere a una superficie, produce una biopelicula
consistente en una estructura compleja donde estan inmersas levaduras y pseudohifas,
dispuestas en una estructura tipo bicapa (Figura 1.5). Las biopeliculas son comunidades
celulares, de una o varias especies de microorganismos, embebidas en una matriz
polisacarida altamente hidratada, adheridas sobre superficies biolégicas o inertes y
comunicadas con el exterior mediante canales de agua. Estas formaciones bioldgicas
son organizaciones muy heterogéneas con diferentes ambientes de pH, concentracion de

iones, oxigeno, carbono y nitrégeno (Peman et al., 2008).
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Figura 1.5. Micrografia electronica de barrido donde se pone de manifiesto la adhesion in
vitro de C. parapsilosis sobre la superficie de la ufia humana. A) Agrupacion de levaduras
unicelulares (blastoconidios o blastosporas). B) En esta imagen con mayor aumento se observa
como las levaduras se conectan entre si, a través de una matriz fibrilar extracelular, que ademas
también conecta con la superficie de la ufia. C) Se presenta el otro tipo morfolégico que posee
C. parapsilosis, la forma de pseudohifa. D) Matriz fibrilar extracelular que mantiene unidas las
pseudohifas entre si, y también con la superficie de la ufia (Oliveira et al., 2010).

Las biopeliculas de C. parapsilosis se pueden desarrollar tanto en superficies
naturales del hospedador, como en utensilios y dispositivos médicos tipo implantes,
catéteres, valvulas cardiacas, lentes oculares, protesis articulares, etc., convirtiéndose en
un foco de diseminacion de la infeccion (Weems, 1992; Trofa et al., 2008).

En contraste con C. albicans, C. parapsilosis suele producir menos biopeliculas
y con menor complejidad estructural (debido a la ausencia de hifas verdaderas), no
obstante, muestra un grado de resistencia similar frente a los tratamientos antifungicos
como las formadas por C. albicans (Kuhn et al., 2002; Ding y Butler 2007). Las
matrices extracelulares de las biopeliculas producidas por C. parapsilosis, contienen
una gran cantidad de hidratos de carbono, siendo menor el de proteina (Ding et al.,
2011).

11
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Se ha demostrado que en C. parapsilosis también existe una correlacion directa
entre el fenotipo de la colonia y la tipologia de las biopeliculas formadas, asi un
fenotipo concéntrico (Figura 1.1B), genera cuantitativamente mas biopeliculas y es
capaz de invadir mas profundamente el agar que el fenotipo liso (Figura 1.1C). Para el
resto de fenotipos, junto con las morfologias de crepe (Figura 1.1A) y de créter (Figura
1.1D) no se observaron diferencias en la tasa de produccion de biopeliculas. Por tanto, la
forma concéntrica, en principio seria la mas eficiente a la hora de adherirse a las
superficies y tendria una mayor capacidad de invasion. Se desconocen los mecanismos
moleculares que regulan el cambio fenotipico de las colonias y el desarrollo de
biopeliculas en C. parapsilosis (Laffey y Butler, 2005).

1.5.1.2. SECRECION DE ENZIMAS.

En los dltimos afios, las enzimas secretadas extracelularmente por los patdgenos
fangicos, han ganado una considerable atencidén por su papel esencial por constituir
posibles dianas para el disefio de inhibidores sintéticos de interés clinico en el

tratamiento de las infecciones.
1.5.1.2.1. SECRECION DE PROTEASAS.

La produccion y secrecion de proteasas extracelulares, es uno de los factores
determinantes de virulencia, ya que favorece la adhesion e invasion del hongo y debilita
el sistema inmunitario del hospedador, al degradar o distorsionar estructuras basicas de
la superficie celular del mismo y también las sustancias intracelulares y componentes
fundamentales de la respuesta inmune. Algunos ejemplos de estas moléculas son: a2-
macroglobulina, B-lactoglobulina, colageno, fibronectina, o las cadenas pesadas de la
inmunoglobulina G (Collina et al., 1996; Pichova et al., 2001). En C. parapsilosis, se
han identificado tres genes SAP (SAP1, SAP2, SAP3), pero la produccion de proteinas
Sap entre distintas cepas aisladas de C. parapsilosis, varia notablemente (Trofa et al.,
2008).

12
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1.5.1.2.2. LIPASAS.

Las lipasas, son enzimas que catalizan la hidrélisis de triglicéridos y se
caracterizan por su estabilidad a altas temperaturas y en disolventes organicos, asi como

su alta resistencia a la proteolisis (Brockerhoff, 1974).

Frente a los diez genes que codifican actividades lipasa en C. albicans, sélo se
han identificado en C. parapsilosis dos genes codificantes de dos lipasas: LIP1y LIP2,
solo LIP2 codifica una proteina activa (Brunel et al., 2004). También se ha demostrado
que inhibidores de las lipasas reducen el dafio tisular de infecciones en tejidos humanos
y que mutantes homocigéticos para ambos genes producen menos biopeliculas (méas
finas y menos complejas), observandose un crecimiento mas reducido en medios ricos
en lipidos. Por tanto, dichos mutantes resultaban ser mas facilmente fagocitados por los
macrofagos (Gacser et al., 2007). Estos hallazgos son particularmente importantes en
relacion con el dato previamente mencionado, de que las infecciones por C. parapsilosis
ocurren con mayor incidencia en pacientes con bajo peso al nacer y los que reciben una

nutricion parenteral rica en lipidos.
1.5.1.2.3. FOSFOLIPASAS.

Las fosfolipasas conforman un grupo heterogéneo de enzimas capaces de
hidrolizar una o mas uniones éster de los fosfoglicéridos. Las membranas bioldgicas, al
estar constituidas por lipidos y proteinas, constituyen una diana principal para el ataque
de fosfolipasas y proteasas. La accién de las fosfolipasas tiende a provocar la
disgregacion de las membranas bioldgicas (Ibrahim et al., 1995). Se ha demostrado que
las fosfolipasas en C. albicans afectan a la virulencia en un modelo de infeccién murino
y también a la adhesidn y penetracion en células epiteliales (Fernandao et al., 1999),
pero la funcién especifica de las fosfolipasas en la patogénesis de C. parapsilosis,
todavia no esta muy clara. Al respecto, existen resultados contradictorios en la literatura
cientifica. Algunos estudios han encontrado elevados valores de actividad lipasa en
cepas clinicas de C. parapsilosis (Ghannoum, 2000), mientras otros investigadores
desmienten estas evidencias (Kautarciogh y Yucei, 2002; Silva et al., 20011). No es
descartable que haya una gran heterogeneidad en los niveles de expresion de dichas
enzimas, dependiendo de los aislados clinicos analizados, como ocurre con la expresion

de la proteina Sap anteriormente citada.
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1.5.2. TERAPIA ANTIFUNGICA.

Las candidemias y candidiasis invasivas (CI) constituyen una importante causa
de infeccion nosocomial. Un problema importante en pacientes portadores de
candidiasis invasivas, es que las infecciones a veces son dificiles de diagnosticar
clinicamente y a menudo se confunden con sepsis bacterianas, por lo menos al principio
de la infeccion. Todo esto conlleva un retraso inicial en la aplicacion de terapia
antifungica y el resultado suele tener un mal pronéstico. Diversos estudios han
demostrado, que una identificacion precoz correcta, junto con un tratamiento
antifangico adecuado, se produce una reduccion significativa de la mortalidad de los
pacientes desde el 46% al 27% (Armstrong-James, 2007).

La organizacion estructural eucariotica compartida entre células flngicas y
células hospedadoras, determina el escaso numero disponible de farmacos, en
comparacion con los antibidticos antibacterianos existentes, asi como la posible
aparicion de efectos secundarios y/o téxicos. En la actualidad, la mayoria de los
antifungicos que se utilizan en clinica, actdan sobre la biosintesis del ergosterol presente
en la membrana de los hongos, otros como las equinocandinas, actian sobre la
biosintesis del B-1,3-glucano, componente principal de la pared celular flangica
(Vandeputte et al., 2012).

Teniendo en cuenta la importancia actual de las micosis invasivas y las nuevas
tendencias en su epidemiologia, es necesario manejar multiples estrategias terapéuticas.
Hasta hace algunos afios, los azoles y la anfotericina B fueron empleados como
antifangicos de eleccién. Sin embargo, dada la creciente resistencia a los primeros,
sobre todo entre especies “no-albicans” y la toxicidad renal de la anfotericina B, las
equinocandinas surgieron como un nuevo grupo farmacoldgico y una nueva opcion
terapéutica (Cortés y Russi, 2011), mientras las nuevas formulaciones liposomales de la
anfotericina B han reducido sustancialmente sus efectos secundarios. En la Tabla 1.4 se
indican los tratamientos antifungicos frente a los principales patdgenos responsables de

micosis invasivas.
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Tabla 1.4. Principales antibiéticos con actividad antifingica empleados para el
tratamiento de las micosis invasivas. (La presente Tabla ha sido elaborada a partir de las
siguientes referencias bibliograficas: Verweij et al., 2007; Alastruey-lzquierdo et al., 2008;
Dromer et al., 2008; Cateau et al., 2008; Colombo et al., 2010; Fortin, 2011).

Especies fungicas

) ) Tratamiento Caracteristicas
invasivas

-Eficaz tratamiento de Cl en
pacientes neutropénicos

-Bajo coste -Similar eficacia en cuanto a

-Menor toxicidad mortalidad y duracion que la

Fluconazol -Tratamiento oral e Anfotericina B desoxicolato,
intravenoso pero menor toxicidad y efectos

secundarios
-Reducida actividad en C. glabrata

Candida spp. _ -Comparte resistencia cruzada Tratamiento de pacientes no
Voriconazol con Fluconazol en cepas de L
neutropénicos
C. glabrata
-Recomendadas en pacientes con
-Alto coste inestabilidad hemodinamica
-Menos interacciones -Respuesta por especies: 71 % en C.
Caspofungina -Menor efectos secundarios parapsilosis; C. krusei; C. tropicalis
-Activas frente a cepas 76% C. albicans y 78% C. glabrata.
resistentes a azoles -Reduce la formacion de biopeliculas
en C. albicans
-Sensible a anfotericina B,
voriconazol, itraconazol, Los ultimos dos afios estan
posaconazol y equinocandinas. apareciendo cepas resistentes a
Aspergillus A. terreus y A. nidulans son voriconazol e itraconazol en Paises
fumigatus resistentes a anfotericina B. Bajos y Norte de Europa

A. lentulus y A. fumigatiaffiinis
son resistentes a anfotericina B
y voriconazol.

Combinacion de
Cryptococcus spp. | Anfotericina B y Flucitosina

Anfotericina lipidica mas
Zygomicetos posaconazol

Combinacion de
Scedosporium spp. voriconazol y posaconazol

Resistente a equinocandinas.
La sensibilidad a anfotericina B,
voriconazol y posoconazol es variable

Anfotericina lipidica a altas

Fusarium spp. dosis

Las revisiones exhaustivas de vigilancia epidemiolégica y terapia antifungica
(Pfaller y Diekema, 2007; 2010) revelan la excelente potencia y espectro de accion
mostrado por tres equinocandinas frente a mas de 4.000 aislamientos sanguineos. En
cambio, especies como C. parapsilosis (complex) y C. guillermondi muestran CMIs
elevadas (1-4 mg/L) (Messer et al., 2010). Los datos clinicos disponibles indican que
todas las especies responden de forma similar a las equinocandinas, pero debemos
resaltar que se han observado candidemias persistentes por C. parapsilosis complex

tratadas con caspofungina (Cuenca-Estrella et al., 2001). Esta menor suceptibilidad a las
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equinocandinas se debe a un polimorfismo en la proteina diana Fkslp (B-1,3-glucano
sintasa) (Garcia-Effron et al., 2008).

Respecto a la futura aplicacion de antifungicos en fase de investigacion hay que
destacar, los estudios con isavuconazol que en la actualidad estan en la Fase 3. Sus
resultados son prometedores en el tratamiento y prevencion de infecciones por Candida,
Aspergillus, Zygomicetos, Cryptococcus y otros hongos, aunque todavia no hay
informacién clinica concluyente (Guinea et al., 2008; Fortan, 2011). El Ravuconazol es
otro potente triazol actualmente en ensayos de fases I y Il, con similar actividad al
voriconazol y una mayor vida media (Pasqualotto et al., 2010). La Aminocandina es
una candina hidrosoluble con una actividad potente en Candida spp. y Aspergillus sp.,
aunque hasta el momento tampoco hay experiencia clinica (Warn et al., 2010). Por otro
lado, en una linea novedosa, se han investigado los posibles beneficios clinicos de
cdcteles farmacoldgicos combinando antifngicos e inmunomoduladores; por ejemplo,
una diana terapéutica ha sido el antigeno obtenido de la proteina 90 de choque térmico
(HPS90), presente en la superficie de levaduras y algunas células tumorales. El
anticuerpo monoclonal humano recombinante frente a HPS90 (Mycograb®, NeuTec
Pharma, Antwerpen, Bélgica) posee sinergismo con anfotericina B en el tratamiento de
ciertas candidiasis sistémicas (Pachl et al., 2006; Fortun, 2011).

1.6. MECANISMOS MOLECULARES DE RESPUESTA A ESTRES.

Los microorganismos necesitan desarrollar unos sistemas defensivos y de
proteccidn sélidos para sobrevivir en las diferentes condiciones ambientales y deben ser
muy eficientes en sus respuestas, con el fin de contrarrestar los mecanismos protectores
del hospedador. Las respuestas celulares y moleculares inducidas en el patdgeno frente
a un determinado estrés, en general se involucran en dos fases: (i) Aguda e inmediata,
donde el microorganismo trata de minimizar los dafios causados por los efectos nocivos
del estrés in situ y (ii) Adaptativa mas prolongada, donde se promueve la restauracion
de la homeostasis celular, que permite el crecimiento de los microorganismos en las
nuevas condiciones. Para ello, es necesario la activacion de rutas de transduccion
intracelular de sefiales que generen estas repuestas (Mager y Siderius, 2002; Nikolaou et
al., 2009).

Estudios recientes han puesto de manifiesto que las vias de sefializacion por

estrés en diversas especies de hongos han evolucionado rapidamente, con dependencia
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de su nicho ecoldgico e independientemente de la filogenia (Nikolaou et al., 2009).
Estas vias de respuesta a estrés se han caracterizado muy bien en la levadura
S. cerevisiae. Sin embargo, existen diferencias con otros modelos arquetipos de hongos;
caso de Schizosaccharomyces pombe y C. albicans (Smith et al., 2004; Enjalbert et al.,
2006; Cheetham et al., 2007). Esta variabilidad reflejaria una evolucion diferencial
inducida tanto en los diferentes habitats ocupados como por su actividad bioldgica
especifica (Gasch, 2007).

1.6.1. RUTA DE RESPUESTA GENERAL A ESTRES.

Se ha propuesto la existencia en levaduras de una denominada “Respuesta
General al Estrés”, como mecanismo global que regula la expresion coordinada de
genes detoxificantes, portadores de secuencias promotoras, conocidas como “elementos
de respuesta a estrés” (STRE) (Moradas-Ferreira y Costa, 2000), inducibles por
distintos tipos de estimulos metabdlicos o ambientales. Las denominadas MAP
(Mitogen Activating Protein) quinasas (MAPK) representan un mecanismo esencial
presente en células eucaridticas que transducen la sefial intracelular provocada por
estimulos ambientales externos y desencadenan una respuesta de reprogramacion genica

a nivel transcripcional (Alonso-Monge et al., 2006).

Como patrén bésico, las MAPK estan constituidas por una familia de “proteinas
quinasas” dependientes de serina y treonina (Xu, 2000) y comprenden un elaborado
sistema de regulacién compuesto normalmente por una cascada de tres quinasas que se
activan consecutivamente mediante fosforilacion reversible: la MAP quinasa (MAPK),
la MAP quinasa quinasa (MAPKK) y la MAP quinasa quinasa quinasa (MAPKKK)
(Alonso-Monge et al., 2006; Fuchs y Mylonakis 2009). Cuando la MAPK inicial se
fosforila, es translocada al nicleo donde fosforila a su vez, un factor de transcripcion o
una molécula represora (regulador). Como consecuencia, la expresién de gen(es) diana
(TG) se activa posibilitando una respuesta eficaz con la adaptacion a las nuevas

condiciones.

Esta activacion es transitoria debido a la existencia de mecanismos de
retroalimentacion que desactivan la ruta y recuperan la situacién basal inicial (Roman et
al., 2007). C. albicans constituye la levadura donde mejor se han elucidado estos

mecanismos, hasta el momento se han descrito cuatro rutas esenciales mediadas por
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MAP quinasas (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Esquema representativo conteniendo los elementos principales identificados en
las rutas de transduccién de sefiales mediadas por MAP gquinasas (MAPK) en C. albicans
(Gréfica parcialmente adaptada de Alonso-Monge et al., 2006).

La ruta mediada por la MAPK Mkclp, participa en la construccién de la pared
celular (Navarro-Garcia et al., 1995; 1998), asi como en la respuesta a estrés ambiental
(Navarro-Garcia et al., 2005), la transicion morfoldgica (Navarro-Garcia et al., 1998) y
la formacion de biopeliculas, proceso relevante en la propagacion y penetracion de la

levadura en superficies s6lidas (Kumamoto, 2005).

La ruta HOG mediada por la MAPK Hoglp esta implicada en la resistencia al
estrés osmotico y oxidativo (Alonso-Monge et al., 1999; 2003; Arana et al., 2005;
Gonzalez-Parraga et al., 2010), ya que células carentes del gen HOG1 son mucho maés
sensibles al tratamiento con oxidantes como H,O,, menadiona o incluso luz UV
(Alonso-Monge et al., 2003; Ikner y Shiozaki, 2005).
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La ruta HOG estd implicada también en morfogénesis. Los mutantes hogl
presentan hiperfilamentacion en condiciones no inductoras, como la disminucion de
temperatura o del pH en ciertos medios 0 en concentraciones limitantes de suero
(Alonso-Monge et al., 1999; Arana et al., 2005), ademés también esta implicada en la
formacion de clamidosporas (Alonso-Monge et al., 2003). Por dltimo, las rutas
mediadas por las MAPK Ceklp y la MAPK Cek2p estan implicadas en morfogénesis,
formacion hifal, asi como en el proceso de apareamiento y conjugacion (Whiteway et
al., 1992; Chen et al., 2002).

1.6.2. RESPUESTA A ESTRES OXIDATIVO.

Los organismos aerobios estdn sometidos a una constante exposicion a estrés
oxidativo toxico, debido a la formacién intracelular de especies reactivas del oxigeno
(ROS), que incluyen: el anion superdxido (O, "), el radical hidroxilo (OH) y el peréxido
de hidrogeno (H;0,) (Figura 1.7). Dichos ROS, se producen bien por el propio
metabolismo oxidativo (respiracion o B-oxidacion de acidos grasos) o por la adicion de
agentes externos (Jamieson, 1998; Estruch, 2000; Gonzalez-Parraga et al., 2008). El
efecto toxico de los ROS resulta esencial para la destruccion de los patdgenos
intracelulares, ya que dafia componentes esenciales de las células como son los &cidos
nucleicos, proteinas o lipidos (Storz et al., 1987; Estruch, 2000; Frohner et al., 2009;
Seider et al., 2010). Adicionalmente, se ha comprobado que las perturbaciones
oxidativas causadas por ROS estan asociadas con enfermedades humanas, tales como el

Parkinson, la diabetes o la esclerosis multiple (Berlett & Stadtman, 1997).

Entre las actividades enzimaéticas detoxificantes capaces de eliminar ROS se
encuentran, las superéxido dismutasas (SOD), encargadas de catalizar la dismutacion de
0O, a H,0, y O,, manteniendo bajos los niveles de anidn superéxido. Ademas, otras
enzimas como la catalasa y la glutation peroxidasa se encargan de mantener bajos los
niveles de H,0, catalizando su descomposicion en O, y H,O o utilizando residuos de
cisteina para reducir peroxidos (Gonzélez-Parraga et al., 2003; 2008).

Por otro lado, el glutation y la tiorredoxina de forma no enzimatica, y la
glutarredoxina, con actividad enzimatica, reparan los dafios inducidos por ROS,
reduciendo los puentes disulfuro generados por la oxidacion de los residuos de cisteina

de ciertas proteinas. El glutation y la tiorredoxina, ademas, son necesarios para la
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actividad catalitica de la glutation peroxidasa y la peroxirredoxina, participando también
en los procesos de reduccion de los peroxidos (Toledano et al., 2012).

H,O
- e+ 2H* e-+ H* e +H*
0, A\ 0, > |—|202ij OH > H,0

Figura 1.7. Las especies reactivas del oxigeno (ROS) que se generan a partir de la
reduccion parcial del oxigeno molecular (O,). Superdxido (O;,"), peréxido de hidrogeno
(H20,), y radical hidroxilo (OH).

1.6.3. RESPUESTA A CHOQUE TERMICO.

Globalmente se define como el conjunto de alteraciones y dafios fisiologicos que
experimentan las células cuando son sometidas a temperaturas superiores al éptimo de
crecimiento. Numerosos microorganismos eucariotas y procariotas presentan el
mecanismo de “termotolerancia adquirida”, fendmeno consistente en que las células
en fase de crecimiento activo son capaces de resistir la exposicion a altas temperaturas
(>50° C) incompatibles con el crecimiento, si previamente se han expuesto a
temperaturas permisivas y no letales, (como referencia: incubacion a 28°C,
pretratamiento a 42°C y choque térmico a 52,5°C) (Thevelein, 1996;
Arglelles, 2000). Un marcador del estado de termotolerancia consiste en la sintesis
masiva de trehalosa (hasta 6 veces sobre los niveles basales). La acumulacién de
trehalosa tiene lugar en paralelo con la aparicién de un grupo especifico de proteinas
llamadas “Heat Shock Proteins” (HSPs) (Hottiger et al., 1989; Craig et al., 1993;
Piper, 1993; Mayer et al., 2012). Se ha visto que algunas HSPs funcionan como
chaperonas previniendo la agregacion proteica y las alteraciones causadas por el
calentamiento excesivo de proteinas y de las membranas bioldgicas, restableciendo asi

la estructura nativa de las proteinas (Singer y Lindquist, 1998; Mayer et al., 2012).
1.6.4. RESPUESTA A ESTRES HIPEROSMOTICO.

Las membranas bioldgicas son méas permeables al agua que a otros solutos,
proceso que afecta a la composicion y concentracion total de solutos internos en las

células. El estrés osmotico de fase exponencial se genera habitualmente adicionando al
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medio de cultivo NaCl, debido a que el i6n Na’,causa toxicidad sodica ademas del
estrés osmotico (Hohmann y Mager, 2003; Mayer et al., 2012). Este tipo de
perturbacién induce el cese del crecimiento, debido a que provoca la contraccion celular
y la pérdida de turgencia, entendida como la diferencia de presion entre el exterior e
interior osmotico celular, mantenido gracias a la pared celular, siendo ligeramente
superior dentro de la célula (Mager y Moradas-Ferreira, 1993; Albertyn et al 1994;
Hohmann y Mager, 2003).

La acumulacion de glicerol como soluto compatible, es una respuesta esencial al
incremento de osmolaridad externa, e incluye tanto la regulacion de su produccion
como de su flujo (Estruch, 2000), junto con un incremento en la sintesis de
transportadores especificos de sal, con el fin de adaptar su fuerza idnica interna a las

variaciones de presién osmdtica externa (Enjalbert et al., 2003).
1.6.5. ACUMULACION DE SOLUTOS PROTECTORES FRENTE A ESTRES.

En levaduras, la acumulacion del disacarido no reductor, trehalosa (ver epigrafe
1.7), (Figura 1.8) es un importante mecanismo defensivo frente a diferentes condiciones
de estrés nutritivo y ambiental, tales como: choques térmicos a altas temperaturas, ya
comentado, ausencia de nutrientes, deshidrataciones, exposiciones a compuestos toxicos
o frente a estrés oxidativo (Colaco et al., 1992; Hottiger et al., 1994; Thevelein, 1996;
Arglelles, 2000; Benaroudj et al., 2001).

El glicerol es un alcohol con tres grupos hidroxilos (-OH) (Figura 1.8). La
capacidad para crecer y sintetizar glicerol cuando las levaduras se someten a un choque
osmatico severo, depende funcionalmente de la activacion de la ruta HOG, que induce
la acumulacion de glicerol como soluto compatible previniendo la deshidratacion
celular, como ocurre en S. cerevisiae (San José et al., 1996) y en C. albicans (Sanchez-
Fresneda et al., 2012). Ademas, también se ha investigado la posible acumulacion de
otros solutos como el polialcohol D-arabitol (Figura 1.8), un metabolito exclusivo de
hongos, regulado a través de la ruta HOG en S. cerevisiae, mientras que en C. albicans
esta regulacion es menos evidente (Kayingo y Wong, 2005; Sanchez-Fresneda et al.,
2012).
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A
HO/\[/\OH
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C

Figura 1.8. Estructura molecular de los diferentes solutos protectores de estrés. A) glicerol
B) D-arabitol y C) trehalosa.

1.7. TREHALOSA.

El disacéarido trehalosa se encuentra ampliamente distribuido a lo largo de la
escala bioldgica, encontrandose en numerosos organismos incluyendo bacterias,
hongos, plantas o invertebrados, pero esta ausente en mamiferos (Arguelles, 2000;
Elbein et al., 2003). Fue descrita por primera vez por Wiggers en 1832 como un azucar
desconocido presente en el cornezuelo del centeno (Claviceps purpurea), un hongo
patdgeno que produce una toxina letal para los humanos. Posteriormente fue descubierta
en la cuticula de los capullos o pupas del escarabajo Larinus maculata de nombre
comun “trehala manna”, lo cual inspird al quimico Berthelot para designarlo como
trehalosa (Singer y Lindquist, 1998). La trehalosa es un disacarido no reductor
compuesto por dos moléculas de glucosa (a-D-glucopiranosil-a-D-glucopirandsido),

unidas con enlace a, o —1:1 a través de sus carbonos anoméricos (Figura 1.8).

El papel fisiologico de la trehalosa como protector celular, se ha demostrado
inequivocamente. La sintesis del disacarido favorece la tolerancia de cultivos
exponenciales frente a choques térmicos drasticos y sus niveles se incrementan

fisiologicamente en cultivos al comienzo de la fase estacionaria de crecimiento
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(Wiemken, 1990; Thevelein, 1996; Alvarez-Peral y Argielles, 2000; Elbein et al.,
2003). Adicionalmente, el doble mutante tpsiA/tpsiA, incapaz de sintetizar trehalosa
(Zaragoza et al., 1998), muestra un fenotipo de alta sensibilidad frente al estrés
oxidativo causado por peroxido de hidrégeno (H.0,), pero no frente a otros tipos de
estrés como el salino o el térmico (Alvarez-Peral et al., 2002; G6nzalez-Parraga et al.,
2003; 2008).

Por sus inusuales propiedades fisico-quimicas, posee igualmente amplias
aplicaciones biotecnologicas; es el caso de su empleo como conservante de alimentos,
edulcorante alimentario en panaderia, asi como profilactico para enzimas, vacunas,
células, tejidos y 6rganos. En la Tabla 1.5 se detallan los usos biotecnoldgicos actuales

del disacarido.

La sintesis preferencial de este carbohidrato tiene lugar en circunstancias
fisiologicas desfavorables y periodos de ayuno o ausencia de crecimiento, que ocurren
tras la entrada en fase estacionaria o la brusca eliminacién de nutrientes esenciales;
también en estructuras celulares reproductoras o de resistencia (esporas, conidios,
esclerocios), donde incrementa la estabilidad celular frente a condiciones ambientales
extremas, como altas temperaturas, congelacién o desecacion (Lillie y Pringle, 1980;
San Miguel y Arglelles, 1994; Thevelein, 1996; Jorge et al., 1997; Elbein et al., 2003).
A su vez, la recuperacién del crecimiento activo en medio fresco, implica la rapida
movilizacién de la reserva intracelular de trehalosa, que provee de la energia necesaria
en las etapas iniciales de germinacion. Asi, cuando a un cultivo de células en reposo que
ha agotado su reserva de fuente de carbono fermentable, se le afiade de nuevo glucosa o
cualquier otro monosacarido, el contenido de trehalosa enddgena es degradado
rapidamente (Wiemken, 1990; Elbein et al., 2003).
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Tabla 1.5. Principales aplicaciones biotecnoldgicas del disacarido no reductor trehalosa
(a-D-glucopiranosil 1,1 a-D-glucopiranésido).

Protector de la actividad enzimatica

Estabilizador y protector de
moléculas complejas

Aditivo de diversos alimentos

Sustitutivo de azUcar

Preservador de células, tejidos y
organos

Osmoprotector de plantas
ornamentales y transgénicas ademas
de marcador de seleccion en la
produccion de plantas transgénicas.

Uso en industria de cosméticos

Usos médicos y nutricéuticos

Aplicaciones Biotecnoldgicas

-Mantenimiento a temperatura ambiente de enzimas de restriccion y ADN
ligasa (Colaco et al., 1992).

-Mantenimiento de moléculas bioldgicas inestables: anticuerpos (Roser y
Colaco, 1993) y sustitutivos de sangre y hemoglobina (Weisburd, 1988,
Brumfiel, 2004).

-Utilizacion en alimentos desecados o procesados (frutos y legumbres)
mejorando sus propiedades organolépticas. (Kidd y Devorak, 1994).

-En panaderia y confiteria en combinacion con la sacarosa, compensan la
reduccion en dulzor con la mejor conservacion de las propiedades de la
masa orneada (Richards et al., 2002)

-Pueden mantenerse desecados o congelados en presencia de trehalosa,
mejorando la supervivencia (Eroglu et al., 2000; Guo et al., 2000)

-Retarda la senescencia debida a la perdida de agua por transpiracion
(Iwaya-Inoue y Takata, 2001). En plantas transgénicas que acumulan
trehalosa incrementan la tolerancia a la sequia, salinidad y frio (Avonce
et al., 2004).

-El gen AtTPS1 de A. thaliana, cuando se sobre-expresa, confiere
insensibilidad a la glucosa en semillas y tejidos bajo cultivo in vitro que
de otra forma se verian inhibidos por este monosacarido para germinar,
proliferar y diferenciarse (Avonce et al., 2004; Leyman et al., 2004).

-La trehalosa atrapa y reduce la liberacion de malos olores de la piel, es
utilizada en cremas faciales, corporales y en desodorantes (Higashiyama,
2002).

-En la enfermedad Corea de Huntington, evita la formacion de agregados
poli-glutaminicos (Katsuno et al., 2004) y en la osteoporosis, reduce la
degeneracion de los huesos en modelos de ratones (Higashiyama, 2002).

Este fendmeno también ocurre en células sometidas a condiciones de estrés que

retornan a condiciones fisioldgicas normales. La recuperacion del crecimiento activo en

medio fresco, conlleva la inmediata movilizacion de las reservas intracelulares de
trehalosa (Hottiger et al., 1987; Wiemken, 1990; Thevelein, 1996; Argielles, 2000).

Adicionalmente, se ha propuesto que la trehalosa en levaduras y hongos filamentosos,

desempefia otra funcion primordial como reserva de carbono y de energia, de manera
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analoga al glucogeno. Se sugiere que ambas moléculas constituyen un depdsito de
carbono cuando este polimero se ha consumido; pero cuando las condiciones mejoran y
vuelve a haber disponibilidad de glucosa en el medio externo, proveen de un rapido
flujo de carbono y ATP para retomar rapidamente el crecimiento (Sillje et al., 1999;

Francois y Parrou, 2001).

1.8. METABOLISMO DE TREHALOSA.

Ademas de su amplia diversidad en actividades fisiologicas, existen
considerables diferencias entre organismos procariotas y eucariotas respecto a la
organizacion genética, sistemas enzimaticos y mecanismos reguladores, involucrados en
el metabolismo global de la trehalosa (Strom y Kaasen, 1993; Thevelein, 1996; Nwaka
y Holzer, 1998; Arguelles, 2000). El contenido especifico del disacarido en cada etapa
concreta del ciclo de crecimiento depende del balance entre su biosintesis, mediada por
el complejo trehalosa sintasa y su hidrolisis. Mientras en algunos procariotas se han
descrito actividades hidroliticas tipo trehalosa fosforilasa o fosfotrehalasa, en levaduras
la movilizacién de trehalosa depende exclusivamente de una o—glicosidasa con elevada
especificidad de sustrato, denominada trehalasa (Strom y Kaasen, 1993; Arguelles,
2000; Elbein et al., 2003).

1.8.1 BIOSINTESIS DE LA TREHALOSA.

La ruta de biosintesis de trehalosa fue descubierta por Cabib y Leloir hace
cincuenta afios (Gancedo y Flores, 2004). El proceso tiene lugar en dos etapas

consecutivas en el citosol:

Primera etapa: se realiza la transferencia de D-glucosa desde uridina

difosfoglucosa (UDP-glucosa) a glucosa-6-fosfato para producir trehalosa-6-fosfato.
Esta reaccidn es catalizada por la trehalosa-6-fosfato sintasa (E.C. 2.4.1.15), codificada
por el gen TPS1. Es una enzima dependiente de Mg** que muestra una actividad
méaxima a pH 6,6. La reaccion es irreversible. Por lo que el equilibrio queda desplazado

hacia la formacién de trehalosa-6-P:

Tpslp
UDP-Glucosa + Glucosa-6P ——— Trehalosa-6P+UDP
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Aunque en levaduras UDP-glucosa es el unico donador de D-glucosa, en
actinomicetos se ha descrito una trehalosa sintasa que utiliza alternativamente GDP-

glucosa y no requiere Mg** (Elbein, 1967).

Segunda etapa: consiste en la desfosforilacion de trehalosa-6-fosfato por una

fosfatasa intracelular especifica, dando lugar a la formacion de trehalosa libre, que es la

forma de almacenamiento intracelular del disacarido.

Tps2p
Trehalosa-6P —— > Trehalosa + Pi

Esta segunda etapa, estd catalizada por la trehalosa-6-fosfato fosfatasa
codificada por el gen TPS2, siendo la enzima activada por fosfato inorganico (Pi) (De
Virgilio et al., 1993).

1.8.2 HIDROLISIS DE LA TREHALOSA: TREHALASAS.

La hidrolisis de trehalosa es catalizada por o—glucosidasas especificas
denominadas trehalasas (E.C. 3.2.1.28). Son enzimas que pertenecen al grupo de las
a-glucosidasas y que se han aislado en un amplio rango de organismos.

Las trehalasas utilizan trehalosa como sustrato exclusivo, actdan sobre el enlace
a:1-1 y generan dos moléculas de glucosa. No se han descrito hasta el momento en
levaduras otras glucosidasas distintas con capacidad para hidrolizar trehalosa
(Thevelein, 1996; Jorge et al., 1997; Francois y Parrou, 2001). Estas enzimas estan
clasificadas en trehalasas acidas y neutras. Las trehalasas acidas exhiben su méaxima
actividad con un pH alrededor de 4,5, su actividad es independiente de cationes
divalentes y estdn sometidas a represion catabolica. Por el contrario, las trehalasas
neutras exhiben su maxima actividad con un pH alrededor de 7,0, alcanzan maxima
actividad en presencia de Ca o Mn y en algunas levaduras estan reguladas por
fosforilacion irreversible dependiente de proteinas quinasas A (CAMP-PKA)
(Thevelein, 1996; Jorge et al., 1997; Argielles, 2000).
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Ntclp / Atclp
Trehalosa ——— > Glucosa + Glucosa

El trabajo previo de nuestro grupo con C. albicans, ha permitido identificar
hasta el momento dos tipos diferentes de trehalasas, de acuerdo con los criterios
previamente establecidos: localizacién, propiedades cataliticas, funcién y sistemas

reguladores.

Trehalasa neutra (Ntclp o trehalasa citosélica), es la responsable directa de la
movilizacién fisioldgica de la trehalosa enddgena en respuesta a distintos tipos de
estimulos fisiol6gicos (germinacién, reanudacion del crecimiento activo, etc.) (Eck et
al., 1997; Arguelles, 2000). Aunque no totalmente comprobado, por analogia con S.
cerevisiae se cree que la actividad catalitica estaria controlada por fosforilacién
reversible mediada por PKAs, requiriendo para su activacion cationes divalentes como
el Ca?* 0 Mn?". (Thevelein, 1988; 1996; Argielles et al., 1990). La trehalasa neutra no
parece estar involucrada en los procesos de cambio dimorfico e infectividad de este

patdgeno oportunista (Eck et al., 1997; Arguelles et al., 1999).

Trehalasa acida o vacuolar (Atclp o trehalasa externa), se encarga de
hidrolizar la trehalosa exdgena del medio. El gen ATC1 codifica una proteina de 1040
aminoacidos y 117kDa, que se encuentra asociada a la superficie celular, concretamente
se encuentra localizada en la pared celular. La proteina posee un tedrico péptido sefial
hidrofobico en la regién N-terminal y 20 sitios potenciales de N-glicosilacion. No
parece regulada por fosforilacién dependiente de AMPc y no depende de cationes
divalentes (Pedrefio et al., 2004). La expresion transcripcional del gen ATC1, asi como
la capacidad catalitica de la trehalasa acida estan sujetas a control mediante represion
catabolica por glucosa (Pedrefio et al.,, 2004). Se ha comprobado que la mutacién
homocigética en el gen ATC1 confiere a C. albicans una mayor capacidad de resistencia
frente a estrés oxidativo, térmico y salino, asi como un retraso en el inicio del proceso

de transicion dimorfica levadura-micelio (Pedrefio et al., 2004, 2007).

Sin embargo, esta distincion entre ambas reacciones cataliticas no es absoluta.
Niveles significativos de actividad Atclp pueden ser medidos a pH neutro, mientras la
actividad neutra (Ntclp) mostro similares valores a pH neutro (7,0) y pH é&cido (4,5),
siendo intensamente inhibida por ATP (Sanchez-Fresneda et al., 2009). Por otra parte,
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parece existir ademés de una separacion fisica entre ambas enzimas (San Miguel y
Arguelles, 1994), una regulacion inversamente coordinada entre ambas. Asi, la
actividad acida aumenta en fase estacionaria, coincidiendo con la acumulacion de
trehalosa citosolica, en cambio la actividad neutra es mas alta en cultivos exponenciales
y disminuye en fase estacionaria (Sanchez-Fresneda et al., 2009). Ademas, la secuencia
del gen ATCL1 (trehalasa acida) no muestra semejanza con la secuencia del gen NTC1
(trehalasa neutra) (Pedrefio et al., 2004; 2007).

Por lo que hace referencia a la levadura objeto de estudio en esta Memoria,
C. parapsilosis, hasta el momento se desconoce todo lo referente a los genes y enzimas
implicados en el metabolismo de la trehalosa. En consecuencia, el primer objetivo

abordado se centra en el estudio de los mismos.

1.9. RESPUESTA INMUNITARIA EN HONGOS.

Actualmente no disponemos de vacunas estandarizadas para prevenir ninguna de
las infecciones humanas causadas por hongos. Esta situacion es atribuible tanto a la
complejidad de los patdégenos, como a sus sofisticadas estrategias de evasion de la
respuesta inmune. Los mecanismos defensivos contra las infecciones fungicas son muy
numerosos e implican una respuesta bien coordinada de la inmunidad innata y de la

adaptativa (revisado por Romani, 2004).

La inmunidad natural o innata, representa el sistema defensivo inicial del
organismo, siendo de especial significacién en la proteccion del mismo contra las
infecciones, pues no requiere sensibilizacién previa. La piel y las mucosas, constituyen
las primeras barreras naturales que posee el organismo para su defensa. En la inmunidad
innata también participan los fagocitos (neutréfilos y macréfagos), las células
dendriticas, las células asesinas naturales (NK) y una gran variedad de proteinas como
el complemento, o las citoquinas, que son proteinas que regulan y coordinan muchas
actividades celulares (Figura 1.9). El sistema inmune innato estd conservado
filogenéticamente y aparece en casi todos los organismos multicelulares, desde

invertebrados hasta los vertebrados (Hoffmann et al., 1999).
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Figura 1.9. Respuestas inmunitarias innatas y adaptativas. Los mecanismos de la inmunidad
innata aportan la primera defensa contra las infecciones. Las respuestas inmunitarias adaptativas
surgen mas tarde y consiste en la activacion de los linfocitos (Abbas et al., 2009).

La inmunidad especifica o adaptativa es una defensa del hospedador especifica
para el patdgeno que tiene capacidad de adaptarse para asi reconocer patdgenos
concretos de forma mas eficiente. Los principales componentes de la inmunidad
adaptativa son los linfocitos (T y B) y sus productos, como los anticuerpos (Figura 1.9).
A pesar que, la inmunidad adaptativa contra los patdgenos es altamente especifica y
efectiva, su respuesta defensiva tarda dias en desarrollarse. Por ello aunque la
inmunidad innata y adaptativa actian de maneras diferentes lo hacen de manera

acoplada y sinérgica para potenciar la defensa del hospedador.

Defectos especificos en la respuesta inmune predisponen a los pacientes a
contraer micosis superficiales o sistémicas. Desordenes cuantitativos o cualitativos de la
funcién de los fagocitos del sistema inmune innato, suponen el factor de riesgo principal

para sufrir una aspergilosis o candidiasis diseminada (Mansour y Levitz, 2002).

1.9.1. PARED CELULAR DE LEVADURAS.

La pared celular es una estructura esencial y esta presente aunque con distinta
composicidn en bacterias, hongos y plantas e invertebrados. En cambio, las células de
mamiferos carecen de pared. Por tanto, el conocimiento de su composicion, mecanismos
de sintesis y de las funciones que realiza pueden proporcionar claves para el desarrollo

de nuevas estrategias terapéuticas (Cassone, 2008). La pared tiene una importante
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contribucion en la patogenia, ya que es la primera estructura que contacta con las
células hospedadoras, siendo portadora de numerosos antigenos y la responsable directa
de la adherencia celular con el hospedador (Ruiz-Herrera et al., 2006). Ademas la pared
desempefia otras varias funciones esenciales: como el mantenimiento de la forma
celular y adaptacion plastica a las diferentes morfologias (Ruiz-Herrera, 1992).
Igualmente, sirve como proteccion contra el estrés fisico y quimico (Klis et al., 2001) y

como anclaje para las proteinas externas.

El nimero total de proteinas de pared celular y sus funciones concretas adn
permanece desconocido, especialmente en las especies no-albicans del género Candida.
Por ello, nos centraremos aqui en detallar los componentes de la pared en la levadura de
referencia Candida albicans, ya que es, de la que mas datos se disponen.
Estructuralmente, la pared representa el 15-30% del peso seco de la célula (Fleet, 1991;
Valentin et al., 2000).

Es una estructura en multicapa compuesta por glucanos (polimeros de D-
glucosa con enlaces B-1,3 y B-1,6 que representan el 50-60 % del total de la pared
celular), quitina (un polimero de N-acetil glucosamina (GlcNAc) unido por enlaces B-
1,4, que representa un 1-2 %) y manano (también Ilamado fosfopeptidomanano) que
consiste en manoproteinas, que supone el 35-40 % del total (Klis et al., 2001). Un
esquema representativo de la organizacion y las diferentes interacciones entre los
componentes de la pared celular puede observarse en la Figura 1.10. Los glucanos son
las moléculas que participan directamente en las interacciones fisicoquimicas entre la
célula fungica y el hospedador (Calderone y Brown, 1991; Calderone, 1993; Hostetter,
1994; Chaffin etal., 1998). La quitina presente en la cara mas interna de la pared
consiste en homopolimeros de B-1,4 N-acetilglucosamina (GlcNac). Tanto el B-1,3-
glucano como la quitina son los principales responsables de la solidez de la pared
(Douglas, 2001). El B-1,3-glucano se distribuye homogéneamente a través de la
superficie celular y esta unido covalentemente a las cadenas de quitina, proporcionando

un anclaje para las manoproteinas.

Las manoproteinas se encuentran, fundamentalmente, en la capa mas externa
de la pared y juegan un papel importante en la porosidad de la pared celular y también
en aspectos relacionados con la patogenicidad, como la adhesion a tejidos y la

inmunogenicidad (Calderone, 1993). Estas manoproteinas poseen una estructura basica
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comun, que consiste en una matriz proteica a la cual se unen covalentemente cadenas de
carbohidrato que contienen mayoritariamente unidades de manosa. El carbohidrato
presente en las manoproteinas puede estar unido a través de un enlace N-glicosidico a
un residuo de asparragina de la proteina o a través de una union O-glicosidica, a restos

de serina y/o treonina.

La O-glicosilacion ocurre en los residuos serina y/o treonina e implica la adicién
de manosas a través de enlaces a-1,2 (como ocurre en C. albicans) o a-1,3 (como ocurre
en S. cerevisiae). La familia de proteinas manosiltransferasas (Pmts) participa en este
proceso en C. albicans (Ernst y Prill, 2001; Prill et al., 2005) y catalizan la reaccion
inicial de O-glicosilacion mediante la transferencia de residuos manosa a la
serina/treonina de la proteina diana. Este proceso tiene lugar, probablemente, en la cara
luminal de la membrana del reticulo endoplasmico (RE). El proceso de O-glicosilacion
tiene una gran relevancia, ya que mutantes carentes de las proteinas que llevan a cabo el
proceso muestran una virulencia reducida en modelos animales de infeccion

experimental y otros sistemas in vitro (Rouabhia et al., 2005).

La N-glicosilacion tiene lugar en residuos de asparragina y lo llevan a cabo
proteinas como Ochl, Pmrl, Mnn4 y Mnt1/2 (Cutler, 2001; Bates et al., 2005). Se ha
descrito la presencia de componentes estructurales glucosidicos via un enlace tipo p-1,2
en algunos hongos patdgenos, entre ellos C. albicans, y se piensa que juegan un papel
en la proteccién contra la candidiasis sistémica (Martinez-Esparza et al., 2006).
Recientemente, se ha identificado una familia de genes (BMTSs) implicados en la B-1,2
manosilacion de glicanos en C. albicans y Pichia pastoris (Mille et al., 2008).
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Figura 1.10. Diagrama representativo de la organizacién estructural que adoptan los
distintos componentes de la pared celular de Candida albicans. Como se observa, el -1,3-
glucano y la quitina son los principales componentes y estan localizados en la capa interna de la
pared, mientras que la capa externa esta compuesta de manoproteinas unidas a -1,3 y p-1,6-
glucano. Ademas la capa mas externa esta enriquecida con proteinas de pared celular (CWPSs)
que contienen una estructura derivada de glicosil fosfatidil inositol (GPI-CWPs) o repeticiones
internas (Pir-CWPs) (Molina, 2008).

1.9.2. RECONOCIMIENTO DE LEVADURAS POR CELULAS DEL
HOSPEDADOR.

El reconocimiento de patdgenos por parte de los componentes de la inmunidad
innata, implica la identificacién en los mismos de los llamados Pathogen-Associated
Molecular Patterns (PAMPs) (Janeway, 1992; Seider et al., 2010), estas estructuras,
altamente conservadas en microorganismos, representan determinantes superficiales que
no estan presentes en células de mamifero y que son reconocidas por receptores
especificos (Pattern Recognition Receptors) (PRRs), presentes en la superficie de las
células inmunitarias. Diferentes PRRs reconocen diferentes PAMPs y contribuyen, de

esta manera, a la generacion de diferentes respuestas frente al microorganismo (Aderem
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y Underhill, 1999). La distribucion de estos PRRs y su abundancia varia entre las

distintas poblaciones de células inmunitarias y contribuye a modular la propia respuesta.

Se han identificado una gran variedad de receptores presentes en las membranas

del hospedador, implicados en el reconocimiento de las levaduras, a continuacion

describiremos algunos receptores implicados en el reconocimiento de C. albicans, y la

subsiguiente transduccion de sefiales (Figura 1.11.) (Jouault et al., 2009). Entre los

receptores tipo lectinas destacamos:

Receptor de manosa de los macréfagos (MMR), se une especificamente a a-
manosas, actualmente designado como MR (receptor de manano). Este receptor
estd implicado en adhesion y fagocitosis principalmente, pero también esta
asociado a la produccion de las citoquinas IL-1B, IL-6 y GM-CSF. Se considera

el receptor més importante para una eficiente presentacion antigénica.
DC-SIGN es otro receptor de a-manano presente en células dendriticas.

Dectina-1, parece ser el principal receptor de B-glucanos que se expresa en la
membrana de los macréfagos y neutréfilos (Brown et al., 2003). La union a su
ligando esta implicada en la produccién de citoquinas inflamatorias como el

factor de necrosis tumoral (TNF-a).

Dectina 2, es un receptor que reconoce manosas de la pared de C. albicans,
preferentemente en la superficie de las hifas, pero carece de dominio de
sefializacion intracelular, por lo que se asocia con el receptor FCRy para inducir

respuestas inmunes innatas (Sato et al., 2006).

La galectina-3, designada inicialmente como Mac2, es un receptor que

reconoce especificamente f-mananos. Otros receptores importantes son:

Los receptores del sistema del complemento (CR) y de Inmunoglobulinas
(FCR), que median la fagocitosis de las levaduras opsonizadas con factores de

complemento e inmunoglobulinas respectivamente.

Los receptores tipo Toll (TLR), TLR-2 y 4 son los principales miembros de
esta familia implicados en el reconocimiento de C. albicans (Netea et al., 2002).
Para el reconocimiento de mananos por TLR4 se requiere ademas la
participacion de CD14. Se ha comprobado una asociacion entre TLR-2 y 6 en el

reconocimiento de zymosan. La sefializacion celular inducida por los TLR esta
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mediada a través de la molécula MyD88, y es necesaria para la fagocitosis y la
lisis de C. albicans. Tras la estimulacion de las células a través de TLR-2 0 4, se
pueden producir las citoquinas 1L-10 o IL-12, dependiendo de la naturaleza de
los otros receptores implicados en el reconocimiento. Si participa ademas el
MR, se produce la citoquina IL-12 (activa respuesta Tn2) pero si lo hacen DC-
SIGN o CR3 produce IL-10 o IL-4 (activa respuesta T1).

Las células dendriticas emplean diferentes receptores en el reconocimiento de

las morfologias de hifa y levadura, lo que se traduce en eventos de sefializacion

intracelular que en ultimo término, regulan la produccion de citoquinas y la co-

estimulacion, determinando el tipo de respuesta iniciada, Ty2 frente a la forma hifa, y

Tyl frente a la forma levadura (Mansour y Levitz, 2002). Por todo ello, el balance final

entre proteccién e infeccién es el resultado de un complejo equilibrio molecular entre

los componentes de C. albicans accesibles a las células del hospedador y los receptores

con los que interaccionan (Jouault et al., 2009).
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Figura 1.11. Receptores implicados en la interaccion entre los diferentes componentes
de la superficie de C. albicans y las células del hospedador (Jouault et al., 2009).
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1.9.3. ACTIVACION DE LAS DEFENSAS DEL HOSPEDADOR EN LA
PROTECCION ANTIFUNGICA.

El reconocimiento de PAMPs de levaduras mediado por receptores de los
fagocitos del hospedador desencadena la activacion de rutas de sefializacion que
estimulan la fagocitosis, la accién fungicida y la produccién de citoquinas. Varios PRRs
permiten al sistema inmunitario no solo reconocer PAMPs especificos, sino modular
especificamente la respuesta inmunitaria posterior. Ademas, los PRRs tienen cierto
grado de especificidad en la respuesta innata induciendo citoquinas de forma

dependiente de la estructura reconocida (Seider et al., 2010).

Tras la fagocitosis, se produce la fusion del fagosoma con los lisosomas para
generar el fagolisosoma, en donde tiene lugar la produccion de moléculas microbicidas y
la destruccion del patogeno. La denominada “explosion respiratoria” (Figura 1.12) en la
cual, la activacion del complejo de la oxidasa dependiente de NAPDH (NADPH oxidasa)
asociada a membrana, junto con un consumo aumentado de oxigeno, da lugar a la
reduccion del O, a superoxido que se secreta al fagosoma (.O). El peroxido rapidamente
se dismuta en peroxido de hidrogeno (H,0,) o se combina con 6xido nitrico (NO) para
acabar formando el oxidante peroxinitrito (ONOO-), fungicida y mas perjudicial para el
microorganismo que el NO (Brunelli et al., 1995). Otras reacciones tienen lugar generando
compuestos altamente reactivos que son liberados en los fagosomas como son las

cloramidas, por la accién de la enzima mieloperoxidasa (Nathan y Shiloh, 2000).

Las citoquinas y quimioquinas tienen un papel regulador importante activando o
inhibiendo la respuesta de fagocitosis (Latgé y Calderone, 2002). Algunas citoquinas
como el interferdn-y (IFN- y), factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos
(GM-CSF), M-CSF o IL-13 activan a los macrdfagos para que incrementen la fagocitosis
y la producciédn de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Mansour y Levitz, 2002; del Rio
et al., 2002). Investigaciones del grupo de Brown han puesto de manifiesto que C.
albicans estad sometida a un gran estrés oxidativo cuando se enfrenta a los neutrofilos y no

tras la fagocitosis de los macréfagos (Enjalbert et al., 2007).

Los patégenos han desarrollado diferentes estrategias para defenderse y superar el
ataque oxidativo de ROS, entre ellas destaca la sintesis de moléculas capaces de secuestrar
radicales libres del oxigeno, como el ascorbato, el tocoferol o los carotenoides (Gonzélez-

Parraga, et al., 2003), o diversas enzimas antioxidantes, caso de la catalasa, la glutation
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reductasa (GR) o la superoxido dismutasa, ademéas de especies reactivas de nitrogeno
(RNS), asi como especies cloradas, con el fin de eliminar el microbio (Missall et al., 2004;
Seider et al., 2010).
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La enzima catalasa se ha descrito en C. albicans, como un importante antioxidante
que protege a estos microorganismos de los efectos toxicos del H,0,, siendo en algunos
casos propuesta como factor de virulencia, ya que mutantes deficientes en actividad
catalasa eran menos virulentos en infecciones provocadas en ratones, que el tipo silvestre.
Consecuentemente, las células de C. albicans que carecen totalmente de actividad catalasa,
sufren una reduccion significativa en su capacidad infectiva de los tejidos in vivo (Wysong
etal., 1998).

Los macrdfagos activados producen citoquinas que participan en la induccion y
regulacién de la respuesta inflamatoria. Las citoquinas pro-inflamatorias mas importantes
producidas por macréfagos son: TNF-a, IL-1B, IFN-y, IL-6 e IL-12. Como citoquinas anti-
inflamatorias podemos citar la IL-10 y el TGF-B. En la Tabla 1.6 se sefialan las

caracteristicas de algunas de estas citoquinas.
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Tabla 1.6. Caracteristicas principales y funciones de las citoquinas TNF-a., IL-6 e 1L-10.

Citoquinas

Factor de
necrosis tumoral
(TNF-a)

Caracteristicas

-Pro-inflamatoria.

-Producida por monocitos y macro6fagos,
ademas de linfocitos T activados, células NK
y mastocitos.

-Sintetizada como homotrimero.

-Pro-inflamatoria.

-El receptor de la familia de citoquina tipo I.
-Sintetizada por fagocitos mononucleares,
células endoteliales vasculares, fibroblastos y
algunos linfocitos T activados y otras
citoquinas sobre todo IL-1B y TNF-a.

-La forma funcional es un homodimero.

-Anti-inflamatoria.

-Inhibidor de la respuesta inmunitaria del
huésped.

-Sintetizada por macrdéfagos activados y
linfocitos T reguladores (Treg).

-Molécula trimérica.

Funcion
-Estimular  atraccion de neutrofilos y
monocitos hasta los focos de infeccion y
activar a los mismos para erradicar los
microorganismos (Evans CH, 2000)

-Estimula sintesis de proteinas de fase aguda
por los hepatocitos, aumenta la produccion de
neutrofilos por la médula osea, estimula el
crecimiento de linfocitos B, favorece la sintesis
de IL-17 e inhibe la generacion y acciones de
los linfocitos Treg (Heinrich et al., 2003)

-Es un regulador de retroalimentacién negativo
para los macréfagos.

Segln los PAMPs y PRRs implicados en la interaccion entre las levadura y los
macrofagos, se estimulan rutas de sefializacion diferentes que conducen a la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias o anti-inflamatorias (Figura 1.11), que determinan la
proteccion del hospedador mediante la eliminacion del patégeno, o la invasion del
hospedador por la persistencia de la infeccion debida al bloqueo de la funcién inmunitaria,

respectivamente (Jouault et al., 2009).
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1.10. OBJETIVOS.

Después de hacer una extensa revision bibliografica sobre la importancia del
aumento de las candidemias oportunistas y mas concretamente sobre la incidencia de
C. parapsilosis como un nuevo patdgeno emergente, todo ello sumado a la amplia
experiencia de nuestro grupo investigador, sobre la regulacion y el metabolismo de la
trehalosa en determinadas especies arquetipo de levaduras, planteamos como objetivo
central de este trabajo, abordar el estudio del gen ATC1, que presumiblemente deberia
codificar una enzima con actividad hidrolitica sobre trehalosa, asi como, su posible

funcién en la fisiologia celular de esta levadura.

Entendemos que la caracterizacion del nuevo producto génico en C. parapsilosis
contribuira en parte, al conocimiento molecular de la fisiologia de este patdgeno todavia
no bien definido en clinica, pero cuya importancia en infecciones micoticas oportunistas
resulta inequivoco. Para ello el trabajo experimental desarrollado en la presente
Memoria, se ha planificado atendiendo a los siguientes objetivos, méas especificos:

1. ldentificacién y clonacién del gen ATC1 de C. parapsilosis. Para este
propdsito contamos como herramienta inestimable, las investigaciones

previas sobre el gen ortélogo en C. albicans.

2. Obtencién de los mutantes homo y heterocig6ticos del gen ATC1 en
C. parapsilosis, con la finalidad de esclarecer la posible funcion de este gen

en la fisiologia celular de dicha levadura.

3. Andlisis fenotipico de dichos mutantes en distintas situaciones de estrés
nutritivo y ambiental. Ello permitira elucidar si, junto a su presumible
actividad enzimatica, la proteina codificada por el gen participa en otros

procesos celulares.

4. Estudios in situ patdgeno-hospedador. Se pretende determinar la hipotética
interaccion de los mutantes afectados en el gen ATC1 con el sistema
inmunitario, empleando distintos modelos experimentales y midiendo tanto

procesos fagociticos como mediadores especificos de la respuesta inmune.

5. ldentificacion y clonacion del gen NTC1 y obtencién de los mutantes

deficientes para ambos genes: ATC1 y NTCL1 en C. parapsilosis.
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Il. MATERIALES Y METODOS.

11.1. MICROORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

11.1.1. LEVADURAS.

Las caracteristicas de las distintas cepas de C. albicans y C. parapsilosis
utilizadas en el presente trabajo, asi como su procedencia, se detallan en la Tabla I1.1.

Tabla I1.1. Relacién de cepas de C. parapsilosis y C. albicans utilizadas en la presente
Memoria: genotipo y procedencia.

Cepa Genotipo Referencia
C. albicans
SC5314 ATC1/ATC1, NTC1/NTC1 Guillum et al., 1984
C. parapsilosis
AM?2001/0013 ATC1/ATC1, NTC1/NTC1 Odds, 2008
ATC1-1 ATC1/Aatcl::SATI-FLP Este trabajo
ATC1-2 ATCl/Aatcl::FRT Este trabajo
ATC1-3 Aatcl::FRT/4atcl::SAT1-FLP Este trabajo
ATC1-4 Aatcl::FRT/Aatcl::FRT Este trabajo
ATC1-RE ATC1/Aatcl::FRT Este trabajo
NATC1-1 NTCl/4ntcl::SAT1-FLP Este trabajo

Aatcl::FRT/Aatcl::FRT

NTCl/Antcl::FRT .
NATCI-2 Aatel::FRT/Aatcl-:FRT Este trabajo

Antcl--FRT/Antcl--SATI-FLP :
NATC1-3 Aatel:FRT/Aatel::FRT Este trabajo

NATC1-4 Antcl::FRT/Antcl::FRT

Aatel::FRT/Aatcl-:FRT Este trabajo

Las levaduras fueron mantenidas en el laboratorio a 4° C mediante resiembras
periddicas en medio YPD tanto s6lido como liquido cada 30 dias, a partir del material
conservado en YPD liquido a -80°C con 50% de glicerol (v/v) (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, EEUU). La composicion de los medios de cultivo utilizados
para el crecimiento de las diferentes cepas de levaduras se detalla en la Tabla I1.2.
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Tabla 11.2. Medios de cultivos utilizados para el cultivo y andlisis fenotipico de
C. parapsilosis y sus respectivos mutantes.

Composicién Utilidad Referencia
YPD 20 g/l de glucosa, 20 g/l de peptona Medio complejo que contiene (Sherman et
10 g/l de extracto de levadura. todas las sales minerales vy
(Yeast extract Las fuentes de carbono (al 2 %) vitaminas necesarias para el al., 1986)
Peptone pueden variar, segun se crecimiento
Dextrose) detalla en los experimentos rutinario de levaduras.
pertinentes.
Sabouraud- Medio  complejo para el (Raymond
10 g/l de peptona 40 g/l de glucosa crecimiento
dextrosa rutinario de levaduras. Sabouraud,
1892)
YNB 1,7 g/l de yeast Nitrogen Base sin Medio minimo sintético (SD) (Sherman et

(YYeast Nitrogen

aminoécidos y sin (NH,)SOy,
5 g/l de (NH)SO, 20 g/l de

de composicion definida que
se utiliza como medio base

al., 1986)

Base) glucosa (u otra fuente de carbono, para el analisis del comporta-
trehalosa, sacarosa o lactosa). miento de las distintas cepas en
funcion de la fuente de
carbono empleada.
Medio minimo YNB con trehalosa Determinacion de la ~
REMEL (4%) como Unica fuente de  carbono y utilizacion de trehalosa (Pedrefio et
(Rapid unindicador de pH el verde de exdgenay crecimiento celular al., 2004)
Trehalose bromocresol (8%) en Ievadl_Jra_s mediante cambio de
color y viraje de pH
Assimilation
Broth)
RPMI 1640 Medio rico para el cultivo de (Mooreet al.,
Medio rico en aminodcidos,  vitaminas, células eucariotas. 1966)
sales inorgénicas y glucosa al que se le
aflade suero de ternera fetal (10%),
glutamina y antibidticos
(penicilina/estreptomicina (1%)).
Medio Lee
KoHPO, 2,50/l 'MgS0s4.7H,0 0,2 g/l Induccién de filamentacion de (Lee et al.,
(NH,)SO,4 5 g/l NaCl5 g/l S
Glucosa 12,5 g/l Prolina 0,5 g/l levaduras en medio liquido 1975,
Biotina 0,001 g/I. El pH final se ajusté a -
" modificado
un valor de 6,8 con una solucion de
NaOH 1N por Elorza et
al., 1988)
Medio Spider Caldo nutritivo 10 g/l Medio so6lido empleado en los (Liu et al.,
manitol 10 g/l ensayos de filamentacion 1994)
K,HPO, 2 g/l
agar 20 g/l

Los medios liquidos se prepararon en agua bidestilada y se esterilizaron en

autoclave a 120 °C durante 20 min. Los medios sélidos fueron suplementados con agar

al 2 %. En los ensayos de cultivo liquido, los medios se dispensaron en matraces

Erlenmeyer de vidrio, con una relacion entre el volumen del medio y su capacidad total

de 1/3. Salvo que se indique lo contrario, los cultivos de C. parapsilosis se crecieron de

forma rutinaria a 30°C, tanto en medio sélido como en liquido. Para el crecimiento se
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utilizé un incubador Certomat H (Braun), dotado de agitacion orbital (210 rpm). Dichos
cultivos se hicieron crecer hasta alcanzar la fase exponencial equivalente a una densidad
Optica (D.O.) medida a una longitud de onda (1) de 600 nandémetros de entre 1,0-1,2,
que corresponde a una densidad celular de 1,2-15 x 10’ células/ml. En cultivos
incubados hasta fase estacionaria de crecimiento, se recogieron a una D.O.goonm de entre
6,0-10, equivalente a una concentracion celular en torno a 5 x 10° células/ml.

Todos los procesos de manipulacion microbioldgica, se efectuaron en
condiciones estériles en una camara de flujo laminar Captair que incorpora gas, luz y

ventilacion.

11.1.2. BACTERIAS.

La cepa de Escherichia coli DH5a (F, ¢80, lac4M15, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, (rK-,
mK-), supE44, relAl, deoR, A(lacZYA-argF)U169 ) (Hanahan, 1985), ha sido utilizada en los
distintos protocolos de Biologia Molecular. Los medios utilizados para la propagacion
celular fueron los descritos por Sambrook et al. (1989) para el crecimiento de E. coli.
Todos se prepararon con agua bidestilada, siguiendo los protocolos indicados y fueron
esterilizados en autoclave. En los medios sélidos se adiciono agar al 2 %.

Los cultivos liquidos se incubaron a 37 °C en un agitador orbital New Brunswick
Scientific modelo InnovaTM 6000 xg. EI medio LB (Luria-Bertani) para el crecimiento
bacteriano contiene 10 g/l de peptona, 5 g/l de extracto de levadura y 10 g/l de NaCl. La
mezcla se prepar6 a un pH final de 7.4. La seleccion de los transformantes se llevo a
cabo en el mismo medio, adicionando cloranfenicol a 30 pg/ml (LB-Clo) o ampicilina a
50pg/ml (LB-Amp) segun el vector utilizado para la transformacion. Para el vector
comercial pClonelet se utilizd el medio LB-Amp y para el vector con el casete de
disrupcion (pCD8), el medio LB-Clo.

Para su conservacién las células se mantuvieron en medio LB con 70 % de

glicerol (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EEUU), congeladas a -80 °C.
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I1.2. LINEAS CELULARES HUMANAS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

En este trabajo, se utilizd la linea celular humana, U937 (procedente de una
leucemia monocitica) que se diferencia in vitro a macréfagos. Las células se cultivaron,
de forma rutinaria, en suspension en frascos para cultivos ventilados de 25 6 75 cm?®
(SARSTEDT, Numbrecht, Alemania), en una estufa de cultivos celulares a 37 °C con un
5% de CO, EI medio de cultivo empleado consistio en medio RPMI 1640 con
glutaMAX (Gibco Laboratories, Grand Island, NY, EEUU), suplementado con un 10%
de suero de ternera fetal (STF) (Gibco Laboratories) previamente descomplementado
por calentamiento a 56° C durante 30 min. y con 50 U/ml de penicilina y 50 pg/ml de
estreptomicina (Flow Laboratories, Irvine, Gran Bretafia). A este medio nos referiremos

en adelante como MCC (Medio de Cultivo Completo).

De forma rutinaria se mantuvieron las células en cultivo refrescando el mismo
cada dos dias. Para realizar un nuevo subcultivo, se lavaron las células (se retir6 el
medio junto con las células en suspension del frasco de cultivo y centrifugd a 2000 xg, 5
min.) y resuspendieron en MCC fresco. Tras el recuento celular en hemocitémetro, se

comenzo el nuevo subcultivo con una concentracion de 0.05x10° células/ml.

Para llevar a cabo la diferenciacion a macrofagos de la linea celular U937, se
sembraron 0.5x10° células por pocillo en MCC, en placas de cultivo celular de 96
pocillos y se incubaron durante 24h con forbol miristato acetato (PMA) (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, EEUU) a concentracion de 10 ng/ml. Esta sustancia
es un activador de la enzima protein-quinasa C (PKC) analogo a su activador natural, el
diacilglicerol, que juega un papel crucial en cascadas de transduccion de sefiales como
regulador de la transcripcién, mediador de la respuesta inmune y regulador del
crecimiento celular, entre otros. Durante las 24h de incubacion, las células que estaban
en suspension, se adhirieron al fondo del pocillo adquiriendo la morfologia
caracteristica de los macréfagos. Posteriormente se elimind el medio con el PMA, se
adicion6 medio fresco y se incubaron otras 24h. Transcurrido este tiempo los

macrofagos diferenciados estan dispuestos para su empleo en los ensayos pertinentes.

Para su conservacion las células se mantuvieron en medio de cultivo completo
con 20% de suero de ternera fetal y 10% de DMSO (Sigma Chemical Company, St.
Louis, MO, EEUU), congeladas a -196° C en nitrégeno liquido.
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11.3. MEDIDA DEL CRECIMIENTO CELULAR.
11.3.1. TURBIDIMETRIA.

El crecimiento de las bacterias y de las células levaduriformes (blastoconidios)
en cultivo liquido se determin6 mediante turbidimetria, realizando medidas de densidad
Optica (D.O.) a longitud de onda (L) de 600 nanémetros en un espectofotometro
SHIMADZU UV-1203. Para ello, se realizaron previamente las diluciones adecuadas,
de forma que la medida de densidad dptica estuviera en el intervalo de linealidad entre

el valor medido y el nimero de células real del cultivo.

11.3.2. PESO HUMEDO.

Para la determinacién del peso himedo, alicuotas de 1 ml del cultivo se
recogieron en tubos Eppendorf de 1,5 ml que previamente se pesaron vacios, (peso
vacio = p0). Se centrifugaron a 3000 xg a 4° C durante 7 min., retirando el sobrenadante
por capilaridad mediante papel absorbente y después los tubos fueron pesados de nuevo,
peso final (pF). El célculo del contenido en masa celular se efectud por diferencia entre

las dos medidas de peso (pF-p0).

11.3.3. RECUENTOS CELULARES.

El recuento celular para levaduras y células humanas se llevé a cabo mediante el
uso de un hemocitometro Neubauer utilizando un microscopio de contraste de fases
(Nikon u Olympus BH-2). La concentracién se calculé como nimero de células por

mililitro (N) segln la ecuacion:

A = media de los recuentos efectuados por
cuadricula del hemocitémetro.

D = factor de dilucién correspondiente.

Para efectuar el recuento de los macrofagos, se verifico el nivel de viabilidad de
éstos, mediante la técnica de exclusion con azul tripan (para 100 ml: 0,81 g NaCl; 0,669
KH,POy, y 0,49 azul tripan, pH 7,2 Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EEUU)

en una proporcion 1:1 (v:v) de suspension celular: azul tripan. Las células muertas, con
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la membrana deteriorada, permiten el paso del colorante y se tifien intensamente. El
numero de células vivas de la muestra se calculd contabilizando el nimero de células no

tefiidas.

11.4. PLASMIDOS.

En la siguiente Tabla I1.3 se detallan los plasmidos usados como vectores de
clonacién y también aquellos que se han construido para las diferentes etapas de
interrupcién del gen ATCL.

Tabla 1.3 Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Caracteristica Referencia

pClone-Jet AmpR, B-galactosidasa Fermentas
pClone-F1 pClone-Jet con el fragmento de 621 pb de la .
Este trabajo
region 5” del gen ATC1
pClone-F2 pClone-Jet con el fragmento de 495 pb de la .
Este trabajo
region 3’ del gen ATC1
CDs8 CloR, con los genes CpSAT1 y CpFLP y las
P ) P o P Ding y Butler 2007
secuencias de reconocimiento FRT
pResl pCD8 con el fragmento de 621 pb de la region )
Este trabajo
5’ del gen ATC1
pRes2 pCD8 con el fragmento de 495 pb de la region )
Este trabajo
3’ del gen ATC1
pRes12 Plasmido con el casete de interrupcion compuesto
por los genes CpSAT1 y CpFLP, las secuencias FRT Este trabajo
y los fragmentos de homologia F1y F2

11.5. TRANSFORMACIONES CON ADN EXOGENO.
11.5.1. TRANSFORMACION EN BACTERIAS.
La transformacion de E. coli se realizd siguiendo el método descrito por

Hanahan (1985). La introduccion de moléculas de ADN en E. coli requiere la obtencion

previa de células competentes adecuadas para que puedan incorporar el ADN foraneo.
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Para obtener células competentes se inocularon 100 ml de medio LB con 500 pul
de un cultivo en fase estacionaria de E. coli y se incub6 a 37 °C hasta alcanzar una
D.O.600nm de 0,6. Las células se recogieron por centrifugacion a 5000 xg durante 10 min.
a 4 °C y se resuspendieron en 20 ml de una solucién fria de CaCl, 100 mM / MnCI2 70
mM / acetato sodico 40 mM, pH 5,5, manteniéndose el conjunto a 4 °C durante 45 min.
Posteriormente, se recogieron por centrifugacion a 4 °C, se resuspendieron en 5 ml de la
soluciéon anterior y se adicionaron 0,94 ml de glicerol estéril al 80% para su
conservacion en alicuotas de 100 a 500 ul a -80 °C.

Para realizar la transformacion, las células competentes se descongelaron
suavemente, manteniéndose en hielo durante 10 min. Una vez descongeladas, se
afiadieron 100 ul sobre el DNA transformante (10 pg, en 20 pl) a 0 °C y se mantuvieron
en hielo durante 30 min. Transcurrido este tiempo, las células se sometieron a un
choque térmico calculado para cada cepa (5 min. a 37°C para E. coli DH5a) e
inmediatamente después se pusieron en hielo durante 2 min. Mediante este
procedimiento las células competentes adquieren el ADN exdgeno. Tras el choque
térmico, se adicion6 1 ml de LB al tubo con las células transformadas y la mezcla se
incubd a 37 °C durante una hora, con objeto de que las células transformadas expresaran
la resistencia a ampicilina o cloranfenicol, segun el plasmido empleado.

Tras este tiempo, las bacterias se recogieron por centrifugacion (5000 xg,
durante 5 min.) y se resuspendieron en 100ul de LB. La seleccion de los transformantes
se llevo a cabo, sembrando la suspensién de células o la dilucién adecuada en medio
LB-ampicilina o cloranfenicol. Si las colonias transformantes habian incorporado el
plasmido con el inserto, serian capaces de crecer en el medio correspondiente
conteniendo el antibidtico, siendo asi seleccionadas respecto de las que no lo habian
integrado. Las placas se incubaron a 37°C hasta la aparicion de colonias visibles

(generalmente 24 h.).

11.5.2 TRANSFORMACION EN LEVADURAS.

Para la transformacién integrativa en C. parapsilosis se utilizé el método de
Reuss et al. (2004). A partir de un preinéculo de blastosporas, crecido a 30°C en YPD
durante 16 horas, de la cepa de C. parapsilosis a transformar, se inocularon en 50 ml de
medio YPD fresco a una densidad final de 10" células/ml. Las células fueron recogidas

por centrifugacion a 3000 xg durante 10 min., se lavaron 2 veces con agua destilada
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estéril y se resuspendieron en 8 ml de agua estéril ademas, a la suspension celular se
afiadio 1 ml de tampon TE 10X (100 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 7,5) y 1 ml de
acetato de litio 1 M. La suspension fue incubada a 30 °C durante 1 h en agitacion.
Posteriormente, se afiadieron 250 pl de ditiotreitol (DTT) y se incub6 durante 30 min.
mas en las mismas condiciones. Transcurrido ese tiempo, se lavaron las células dos
veces con agua fria y un lavado con sorbitol 1 M frio con poco volumen (5 ml), y se
recogieron por centrifugacion a 4° C. A continuacion, las células electrocompetentes se
resuspendieron con 50 ul de sorbitol 1 M frio y se mantuvieron en hielo. A 40 ul de la
suspension de celulas se afadio el fragmento a integrar cortado con las enzimas de
restriccion adecuadas y purificado por electroforesis y elucion en columna (Gel
Extraction Kit). El ADN a integrar se afiadié muy concentrado (2 pg/ul). Finalmente, se
procedio al proceso de electroporacion en una cubeta de 0,2 cm (BioRad) y a 1,8 kV. El
proceso se llevo a cabo en un electroporador modelo GenePulser de BioRad. Después
de la electroporacion, las células fueron lavadas con 1 ml de sorbitol 1 M y
resuspendidas en 1 ml de YPD e incubadas durante 4h a 30 °C en agitacion suave. A
continuacion las células fueron sembradas en placas de YPD con 200 pg/ml de

nurseotricina e incubadas a 30 °C durante 48 h.

11.6. PURIFICACION DE ADN.

11.6.1. ADN PLASMIDICO DE Escherichia coli.

Se inocularon 5 ml de medio LB con la cepa de la que se iba a obtener el
plasmido y se afiadié ampicilina o cloranfenicol segun la cepa. Se recogieron las células
por centrifugacion y se prepararon los extractos de ADN plasmidico usando el kit de

purificacion de plasmidos de Roche®.

11.6.2. ADN CROMOSOMICO DE LEVADURAS.

La purificacion del ADN genémico de C. parapsilosis, se realizd siguiendo el
método de Fujimura y Sakuma (1993). Se partio de 5 ml de cultivo crecido durante 24 h
en YPD a 30 °C; las células fueron recogidas por centrifugacion y lavadas con agua
destilada estéril. Seguidamente, se resuspendieron en 200 ul de una solucién de EDTA
20 mM, Tris HCI 50 mM pH 7,5 y SDS al 1 %, adicionandose 0,6 g de perlas de vidrio
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estériles de 0,45 mm de diametro. A continuacion, las suspensiones celulares se agitaron
vigorosamente en vortex, cinco veces durante 1 min con intervalos idénticos de reposo
en hielo, finalizada la rotura, el volumen se llevo hasta 500 ul con la solucion anterior y
la mezcla se incub6 a 70 °C durante 10 min. Tras una ligera agitacion, se adicionaron
200 ul de AcK 5 My 150 ul de NaCl 5 M, se homogeneizé la mezcla y se mantuvo en
hielo 20 min.

Finalmente se centrifugd a 10 000 xg durante 20 min. en centrifuga de mesa y al
sobrenadante se le afiadié 1/3 de volumen de polietilenglicol 8000 al 30 % en TE,
dejando la mezcla en hielo 10 min para favorecer la precipitacion del ADN gendmico,
que fue recogido mediante centrifugacion en frio a 10,000 xg durante 10 min y
resuspendido en 300 ul de TE. Se realizd6 una extraccion con
fenol:cloroformo:isoamilico (25:25:1). Para ello, ambas fases se homogeneizaron por
inversion y fueron separadas posteriormente mediante centrifugacion a 10 000 Xg
durante 10 min. La extraccion se repitid hasta la total eliminacion de las proteinas.
Finalmente, el ADN se precipité con NH;Ac 4 M al 10 % y 3 volumenes de etanol
absoluto durante un periodo entre 30 min. y 1 h a -70 °C, se centrifugo, se lavo con

300 pl de etanol al 70 % y tras secado al vacio se resuspendi6 en TE.

11.7. TRATAMIENTO ENZIMATICO DEL ADN.

11.7.1. DIGESTION CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION.

El analisis de restriccion de las moléculas de ADN se llevd a cabo mediante el
tratamiento con endonucleasas de restriccion y posterior analisis de los fragmentos
resultantes, tras separacion por electroforesis en geles de agarosa. Las condiciones
empleadas para el uso de las enzimas de restriccion fueron las recomendadas por las
casas comerciales suministradoras (Roche, Amersham-Pharmacia-Biotech, Promega).
Los ADNs fueron tratados con 5ul de RNasa (10mg/ml) libre de actividad DNasa
(Roche) para eliminar el ARN contaminante.

Para la realizacién de digestiones maltiples con varias enzimas que requieren
diferentes tampones a distintas concentraciones salinas se utilizé el tampdn «One for
All Buffer PLUS» (Amersham Pharmacia Biotech). Si las enzimas necesitaban

diferentes concentraciones de este tampon, se adiciond primero la enzima que actuaba
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con menor fuerza ionica y, una vez considerada como concluida esta primera digestion,

se adiciono la segunda enzima, mas la cantidad de agua adecuada.

11.7.2. TRATAMIENTO CON LIGASA DE T4.

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo principalmente para subclonar
fragmentos de ADN en vectores de clonacion. Los fragmentos de ADN digeridos con
enzimas de restriccion se mezclaron en proporcion molar vector : inserto 5:15. El
volumen total de reaccion fue 20 ul y se llevaron a tubos de T4 DNA Ligase Ready to
Go™ (Amersham Pharmacia Biotech) que incluian liofilizadas las cantidades de
tampon y enzima T4 necesarios para la reaccion. Las reacciones se incubaron a 15 °C,

durante un minimo de 1 hora.

11.8. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

Las amplificaciones de los fragmentos de ADN se realizaron por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) utilizando oligonucle6tidos

especificos flanqueantes de la zona que se desea amplificar.

11.8.1. DISENO DE CEBADORES.

Para el disefio de cebadores especificos se siguieron las recomendaciones de
Saiki (1989). Basicamente se tomaron secuencias de al menos 20 nucleétidos, con un 50
% de C y G, se evitaron secuencias palindromicas y se procur6 en lo posible que los
oligonucleotidos tuviesen en el extremo 3" la secuencia CG, GG, CC o GC.

La secuencia de los cebadores ya disefiados se introdujo en el programa de
ordenador Vector NTI 9 Distribute, para estudiar sus caracteristicas y confirmar que
cumplia con los requisitos citados. En la Tabla 1.4 se describen los cebadores
empleados en este trabajo, los nucledtidos en rojo y subrayados, corresponden a
secuencias especificas para corte de endonucleasas de restriccion, con la finalidad de

facilitar la posterior subclonacién en los vectores adecuados.
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Tabla 11.4. Cebadores empleados en este trabajo. En rojo y subrayados se muestran los
puntos de reconocimiento para las endonucleasas de restriccion.

Sitio de
Oligonucleédtido Secuencia restriccion
disefiado
FCpATC5’-5° 5-AAACTTGGTACCTCGTGGATGGTTATTTTCTCTTCC-3’ Kpnl
RCpATC5’-3’ 5"-AAACTTGGGCCCATCTCCTAATACCTTTGATTCTGG-3’ Apal
FCpATC3’-5 5’-AAACTTCCGCGGATTAGAGCCCAAAAGCAATAAC-3’ Sacll
RCpATC3’-3’ 5"-AAACTTGAGCTCTGAATGAGCAACCACCAGCGGC-3’ Sacl
But237 5 -GCTGTTCCGTTATGTGTAATCATCC-3’
FCpATC50ut 5 -ACATCAGAGTCCCAGTTACGC-3’
RCpATC-central 5 -TTCAATGTGGTCCATTGTGG-3’
FCpNTC5’-5 5"-AAACTTGGTACCAAGGTCCTTTCATCTTGTTGTACC-3’ Kpnl
RCpNTC5’-3’ 5"-AAACTTGGGCCCATAGAAGATTGTCTTCTATGG-3’ Apal
FCpNTC3’-5 5"-AAACTTCCGCGGAGGTTGTGTGTGGCTATTACG-3’ Sacll
RCpNTC3’-3’ 5-AAACTTGAGCTCTTCTTAGCATGTGAATGGAGG-3’ Sacl
FSAT5 5 -ATGAAAATTTCGGTGATCCCTGAGC-3’
RCpNTC-3-59 5 -TGTCTTGAATGAATTAGTACC-3’
ISARPS5C 5 -ATGTCATTACCAGCTTCATTTGA-3’
ISARPS3C 5 -GCAGTAGCACCAGTGTGAGC-3’
RT-FCpNTC5 5 -ATCCTGGTGATGTCAATGAAGC-3’
RT-RCpNTC3 5 -ATCCCATTGACGTGAGGGCC-3’

11.8.2. CONDICIONES DE REACCION.

Las reacciones de amplificacién se realizaron en un termociclador Minicycler™
modelo PTC 150 (MJ Research).

Se utiliz6 como molde ADN genémico 6 plasmidico, obtenido como ha sido
descrito previamente en los Apartados 11.6.1 y 11.6.2. También se utilizaron células
enteras de levadura en el método rapido o «PCR de colonia», mediante el cual las
colonias fueron resuspendidas en 100 ul de una solucion que contenia NaOH 10 mM,
Tween20 0,5%, Nonidet P-40 0,5% y fueron incubadas durante 10 min a 100 °C.
Finalizado este tratamiento, se centrifugaron las muestras y se tomaron 10 ul del
sobrenadante que sirvié como molde para la reacciéon de PCR, mezcla que fue ajustada a

la misma concentracion de la reaccion que se describe a continuacién para los ensayos
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realizados con ADN gendmico y plasmidico, descontando el volumen de agua de la
suspension y llevando la reaccion a 50 pl.

Las mezclas de reaccion contenian entre 0,25 y 2 unidades de ADN Taq
polimerasa (Amersham-Pharmacia-Biotech), EcoTaq o EcoTag® Plus polimerasa
(Ecogen), 0,25 mM de dNTP, 0,4 uM de oligonucledétidos cebadores y del orden de 10 a
100 ng de ADN molde, en un volumen final entre 25 y 50 ul. En todos los casos, se
escogio el tampon suministrado por el fabricante.

Los programas utilizados constaron de un ciclo de 5 min a 94 °C, 30 ciclos de:
entre 30 seg. a 1 min. a 94 °C para la desnaturalizacion, de entre 30 seg. a 1 min. a la
temperatura de hibridacién de los oligonucle6tidos y un tiempo variable a 72 °C para la
extension (generalmente 1 min. por cada 1000 pares de bases). En el ciclo final, se
realiz6 una incubaciéon adicional de 5 min. a 72 °C para asegurar la completa
polimerizacion. La temperatura de hibridacion viene recomendada por las empresas que

sintetizaron los oligonucle6tidos y puede calcularse mediante la férmula:

T2 fusion = 2 x (A/T) +4 X (C/G), T2 hibridacion = T2 fusisn-D °C.

11.8.3. TRANSCRIPCION REVERSA (RT-PCR).

La obtencion del ARN total se describe en el Apartado 11.10. Para la sintesis de
la cadena correspondiente al ADN complementario (ADNCc), se empled el Oligo(dT) y
la retrotranscriptasa SuperScript First Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen), segun las indicaciones del fabricante. La técnica se fundamenta en la
sintesis de ADN empleando ARN como molde, gracias a la accion de la transcriptasa
inversa murina (MMLV) y usando como cebadores oligo d(T) de longitud variable, que
se unen a las colas de poli(A) de los ARNm. La sintesis de la segunda cadena ocurre por
accion de la DNA polimerasa | en presencia de RNasa H. La RNasa H ira digiriendo el
ARNmM mientras se produce la copia de la segunda cadena de ADN. El resultado final

es la obtencion de ADNc de doble cadena.

Se utilizé un microgramo de ADNc como molde para cada reaccion de PCR. Se
usaron como cebadores RT-FCpNTC5 y RT-RCpNTC3 (Tabla 11.4), que amplifican
una banda de 755 pb del gen NTCL1. Para tener una aproximacion de la cantidad relativa
de ADNCc en cada muestra, los oligonucledtidos ISARP5C y ISARP3C (Tabla 11.4) se

50



Materiales y Métodos

afiadieron en cada reaccion de PCR. Este par de oligonucledtidos amplifican un
fragmento especifico de 277 pb del gen constitutivo RPSO de C. parapsilosis (Vercher
et al., 2011). Como el gen RPSO contiene un intrén, los cebadores ISARPS5C y
ISARPS3C sirven como control para confirmar que no hay contaminacion de ADN
gendémico en las muestras de ADNc (en el caso de que existiera contaminacion,

apareceria una banda de 580 pb).

Las condiciones de ensayo en la PCR fueron las siguientes: se le afiadié EcoTaq
polymerase (2 U, Ecogen) a 49,4 ul de una soluciéon consistente en 16,6 mM
(NH4)2S04, 2,5 mM MgCl,, 67 mM Tris-HCI (pH 8,8), 0,2 mM de cada dATP, dCTP,
dGTP, dTTP, 0,3 uM de cada uno de los cebadores: RT-FCpNTC5, RT-RCpNTC3,
ISARPS5C, ISARPS3C y 1 pug de ADNc. La amplificacion mediante la PCR se llevo a
cabo usando un primer ciclo de 94 °C durante 5 min., y después 30 ciclos como se
describe a continuacién: 30 seg. de desnaturalizacion a 94 °C, 30 seg. de hibridacion de
los oligos a 60 °C y 1 min. de extension a 72 °C. Los amplicones obtenidos en los
diferentes ciclos se corrieron en geles de agarosa al 2 % para permitir la correcta

separacion de las bandas de pequefio peso molecular.

11.9. SEPARACION Y PURIFICACION DE ADN EN GELES DE AGAROSA.

La separacion, identificacion y purificacion de fragmentos de ADN se realiz
mediante electroforesis en geles de agarosa. Debido a que el ADN posee una carga neta
negativa, éste migra hacia el polo positivo al someterlo a una corriente eléctrica. La
movilidad de fragmentos lineales de ADN depende de su tamafio, siendo independiente
de la composicién en bases. Los geles de agarosa (Roche Diagnostics) se usaron a una
concentracion entre 0,7 y 2,0 %, dependiendo de los tamafios del ADN a separar, de
acuerdo con las condiciones descritas por Sambrook et al., (1989).

En general los geles se prepararon al 0,8 % de agarosa en el tampdn de
electroforesis TAE (Tris-acetato 40 mM/EDTA 1 mM, pH 8,0) y la separacion de los
fragmentos se produjo al aplicar un voltaje constante (entre 40 y 90 V) en una cubeta
horizontal de electroforesis que contenia el mismo tampon (TAE).

Antes de realizar la electroforesis, la muestra con el ADN a estudiar se mezcld
en una proporcion 6:1 con una solucion de azul de bromofenol al 0,025 % y glicerol al

30 % en tampdén TAE (para visualizar el frente de la electroforesis y aumentar la

51



Materiales y Métodos

densidad de la muestra). Paralelamente, se dispuso una calle con marcadores de peso
molecular conocido, obtenidos mediante la digestion del ADN del fago Agtll con las
enzimas de restriccion EcoR1 y Hindlll (Roche).

Para visualizar el resultado de la electroforesis, en la preparacion del gel se
afiadié el fluor6foro SYBR-Safe® (InvitroGen) a una dilucion de 1:20,000. Luego se
observo el gel en un transiluminador de luz ultravioleta y se tomaron unas fotografias en
el equipo GelPrinter Plus.

Concluida la separacion por electroforesis en agarosa, aquellos fragmentos que
debian ser recuperados del gel una vez identificados, fueron recortados del mismo lo
mas rapidamente posible, para evitar su alteracion por efecto de la radiacion. La
purificacion del ADN se llevd a cabo utilizando el sistema Agarose Gel DNA
Extraction Kit (Roche), basado en la fusion de la agarosa y posterior empleo de una
resina 0 matriz de silicio con afinidad por el ADN. Se siguieron estrictamente las

instrucciones del fabricante.

11.10. PURIFICACION DEL ARN TOTAL DE LEVADURAS.

La obtencion de ARN total de C. parapsilosis se obtuvo siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante empleando el reactivo Tripure Isolation Reagent
(Roche). Las células crecidas en las condiciones adecuadas fueron recogidas por
centrifugacion durante 10 min a 2000 xg y se llevaron a un volumen de 100-200 pul de
agua que contenia el inhibidor de ARNsas DEPC (dietilpirocarbonato), con el fin de
evitar la degradacion del ARN. Las células se llevaron a tubos que contenian 500 pl de
perlas de vidrio estériles de diametro de 425-600 micras y se agregd 1 ml del reactivo
Tripure Isolation Reagent por cada 5-10x10° células. Las células se rompieron en un
agitador Fast-Prep tras 6 agitaciones de 30 segundos con intervalos de 30 segundos en
hielo. Una vez rotas las células se incubaron 5 min a temperatura ambiente y se les
agregaron 200 pul de cloroformo por cada ml de Tripure Isolation Reagent, y se agitaron
15 segundos.

Se incubaron 15 min. a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12000 xg 10
min. Se transfirid la fase acuosa a un tubo limpio y se precipito el ARN adicionando 0,5
ml de isopropanol. Se homogeneizo la mezcla y se mantuvo 10 min. a temperatura
ambiente. Luego se recogio el precipitado por centrifugacion a 12000 xg durante 10

min. a 4°C. Tras eliminar el sobrenadante el pellet se lavé con 1 ml de etanol al 75%, se
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centrifugo a 4°C a 7500 xg durante 5 min, se elimino el sobrenadante y el pellet se seco
en bomba de vacio durante 10 min. Posteriormente, el ARN se resuspendié en agua
adicionada de DEPC y se cuantifico mediante un espectrofotometro GeneQuant 11
(Amersham-Pharmacia-Biotech). Para el estudio de la expresion de genes mediante RT-

PCR el ARN se traté con Dnasa | (Roche) segun las instrucciones del fabricante

11.11. CUANTIFICACION DE ADN Y ARN.

Para el calculo de la concentracion y pureza de las muestras de ADN, se empled
un espectrofotdémetro GeneQuant 1l (Amersham-Pharmacia-Biotech). Dicho aparato
mide las densidades Opticas a 260 nm y 280 nm simultdneamente, y realiza

automaticamente el calculo de la concentracién, empleando la formula:

Concentracion (ug/ml) = Agsonm X Factor de conversion

El factor depende del tipo de acido nucleico, siendo 50 para ADN de doble
cadena y 40 para el ARN. Asimismo, el aparato estima la pureza de la muestra mediante
el calculo de la relacion Aggo/Azg0. Muestras puras de ADN y ARN tienen valores

cercanos a 1,8 y 2 respectivamente.

I1.12. DETECCION ESPECIFICA DE SECUENCIAS DE ADN POR
SOUTHERN BLOT.

La identificacion de secuencias especificas del ADN gendmico se realizd
siguiendo la técnica descrita por Southern (1975) y modificada por Sambrook y Russell
(2001).

11.12.1. SEPARACION Y TRANSFERENCIA DE ADN.

Las muestras de ADN genomico (20 pg) se digirieron con una o varias
endonucleasas de restriccion y los fragmentos resultantes se separaron de acuerdo a su
tamanio en geles de agarosa al 0,8-1,5 % en TAE. Una vez tefiido el gel y comprobado
que las digestiones habian sido correctas, los fragmentos de ADN se depurinizaron

parcialmente sumergiendo el gel en HCI 0,25 M durante 15 min. (2 veces). Con este
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paso se reduce el tamafio de los fragmentos de ADN para facilitar su ulterior
transferencia a la membrana. Después se desnaturalizd6 con NaOH 0,5 M/NaCl 1,5 M
mediante dos tratamientos de 15 min y se neutraliz6 con Tris-HCI 0,5 M, pH 7,0/NaCl
1,5 M durante 30 min. Por ultimo se realizd6 un lavado con el tampon 5xSSC
(NaCl 1 M/citrato sédico 0,1 M, pH 7,0). A continuacién, el ADN fue transferido por
capilaridad desde el gel a una membrana de Nylon cargada positivamente (Roche) capaz
de retener las moléculas de ADN. La transferencia se llevo a cabo durante 12 h a
temperatura ambiente en el tampon 5xSSC o bien mediante una Vacuum blot
(Amersham-Pharmacia-Biotech) durante 1h, a una presion constante entre 50 y 55 mbar
en el mismo tampon. Posteriormente, la membrana fue lavada con 5xSSC para eliminar

el exceso de sales y el ADN se fijé por calor a 120 °C durante 30 min.

11.12.2. MARCAJE NO RADIACTIVO DE SONDAS DE ADN.

Los fragmentos de ADN empleados como sonda, se marcaron por métodos no
radiactivos utilizando el sistema comercial «kDIG DNA Labeling and Detection kit»
(Roche). EI ADN se marco con dNTPs acoplados a digoxigenina, en una reaccion
catalizada por el fragmento Klenow de la DNA polimerasa de E. coli (Roche), o bien
utilizando la técnica de la PCR. En ambos casos, el ADN a marcar era desnaturalizado
previamente por calor (10 min. a 100 °C). Las reacciones de polimerizacion se llevaron
a cabo en presencia de 1 mM de dATP, dCTP y dGTP; 0,65 mM de dUTP y 0,35 mM
de digoxigenina-11-dUTP. Como cebadores se emplearon mezclas de hexanucledtidos
aleatorios (en la reaccion con el fragmento Klenow), o bien los oligonucleétidos

especificos (en el marcaje por PCR).

11.12.3. HIBRIDACION ADN/ADN Y DETECCION.

Las membranas con el ADN fijado fueron incubadas con la solucién de
prehibridacion (formamida desionizada al 50 %, 5xSSC, N-laurilsarcosina 0,1 %,
SDS 0,02 %, agente blogueante 2% (Roche)) durante al menos 1h a 42 °C.
Posteriormente, se llevo a cabo la hibridacion con la sonda de ADN marcada con
digoxigenina, previamente desnaturalizada por calor (10 min a 100 °C) en solucion de
hibridacion nueva durante al menos 16 h a 42 °C. Transcurrido este tiempo las

membranas fueron lavadas 2 veces con 2xSSC/SDS 0,1 % durante 5 min. a temperatura
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ambiente y otras 2 veces con 0,1xSSC/0,1 % SDS durante 15 min. a 68 °C, para
eliminar el exceso de sonda, asi como la unida de forma inespecifica.

La deteccion se realizd por quimioluminiscencia, incubando la membrana
durante 30 min. en una dilucién 1:10 000 con anticuerpos anti-digoxigenina acoplados a
fosfatasa alcalina (Roche) previo bloqueo de la membrana. Se elimind el exceso de
anticuerpos por lavados sucesivos en tampon Tris-HCI 0,1 M/NaCl 0,15 M/ Tween-20
0,3% a pH 7,5 y la membrana se incubd en una dilucién 1:100 del complejo fosfatado
1,2 dioxietano CSPD (Roche) en el tampon de la fosfatasa alcalina (NaCl 100 mM/
MgCI2 5 mM en Tris-HCI 100 mM a pH 9,5). A continuacién, la membrana se incubd a
37 °C durante 15 min. y fue expuesta en oscuridad sobre una pelicula fotogréafica X-
Omat AR (Kodak), por periodos de tiempo variables, para posteriormente proceder a su

revelado.

11.13. INTERRUPCION GENICA EN C. parapsilosis.

En el método de interrupcion génica empleado en el presente trabajo, se partio
de un aislado clinico utilizando el plasmido pCD8 (Ding y Butler, 2007) que contiene
un casete que lleva los genes CpSAT1 (que codifica para la Estreptotricin Acetil
Transferasa 1, un gen de resistencia a antibidticos del tipo estreptomicina) y CpFLP
(que codifica para una Flipasa que permitira eliminar el casete para una siguiente ronda
de transformacién). A este casete se le afiadi6 a cada flanco, una secuencia de
homologia de la zona 5° y 3°, respectivamente, del gen a interrumpir. Una vez obtenido
el casete de interrupcion se digirid con las enzimas de restriccién adecuadas, con el fin
de conseguir un fragmento de DNA lineal para aumentar la eficiencia de la
transformacion integrativa. Aproximadamente 5ug de casete digerido, se utilizaron para
transformar la cepa de C. parapsilosis segun el protocolo descrito por (Reuss et al.,
2004) tal y como se indica en el Apartado 11.5.2.

Los transformantes obtenidos de cada una de las interrupciones secuenciales se
seleccionaron en placas de medio YPD con nurseotricina en una concentracion de
200 pg/ml, posteriormente se extrajo su ADN gendmico tal y como se indica en el
Apartado 11.6.2 y se estudio por PCR (Apartado 11.8) y por Southern Blot (Apartado
11.12).
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11.14. MODELIZACION DE LA PROTEINA Atclp DE C. parapsilosis.

La secuencia de aminoécidos (1-1039) de la proteina Atclp madura de
C. parapsilosis se envié al servidor Jigsaw (http://www.w3.0rg/Jigsaw/) (Bates et al.,
2001) para predecir su modelizacion tridimensional. Se identificaron de manera
satisfactoria a través del Servidor Jigsaw, dos regiones en la proteina que coincidian con
el dominio catalitico de las glicosidasas. La secuencia también se envié para su
modelizacion al servidor Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/) (Kelley y
Sternberg, 2009) que permite generar un modelo de homologia mas preciso.
Adicionalmente al dominio catalitico de glicosidasas predicho por Jigsaw, Phyre2
reconocié un dominio de unién a carbohidratos en la secuencia de Atclp. Ambas
propuestas de alineacion (Jigsaw y Phyre2) se perfeccionaron mediante inspeccion visual
y utilizando el servidor SSM (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/) (Krissinel y Henrick,
2004) que tiene en consideracion la estructura secundaria de la proteina. La utilizacion
conjunta de los programas descritos, permitié obtener una estructura superpuesta y
consensuada que implica la modelizacion casi completa de la secuencia aminoacidica de
Atclp. Posteriormente, la secuencia se envid al servidor 3DLigandSite
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/3dligandsite) (Wass et al., 2010) para intentar predecir en la
proteina, sitios de union a ligandos.

11.15. TRATAMIENTOS DE ESTRES: VIABILIDAD Y SENSIBILIDAD.

Los cultivos crecidos en medio YPD y recogidos en fase exponencial (D.O.s00nm
= 1,0-1,2) o fase estacionaria de crecimiento (D.O.goonm = 6,0-10) se dividieron en
alicuotas idénticas, que fueron sometidas a estrés oxidativo con perdxido de hidrogeno
(H20,) 6 estrés osmatico/salino (NaCl), indicadas en cada experimento particular o, en
su defecto, se mantuvieron en ausencia de estos compuestos a 30° C como ensayos
control de referencia. De la misma forma, para los tratamientos de choque térmico, los
cultivos en fase exponencial fueron expuestos durante 1 h a las temperaturas indicadas

en cada caso, manteniendo siempre un cultivo control en ausencia de estrés.
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11.15.1. ENSAYO DE VIABILIDAD.

El efecto provocado en los cultivos de las cepas estudiadas por varios tipos de
estrés, se midi6 mediante un analisis comparativo entre la viabilidad registrada en
ensayos control y los sometidos a tratamientos especificos. Para ello, se recogié una
alicuota de 1 ml de cada cultivo en condiciones estériles, y se realizaron varias
diluciones con agua destilada estéril, en funcién de la D.O.g00nm alcanzada (en el rango
de 10%-10°). Se dispensaron 100 pl de cada dilucién en duplicado sobre placas Petri
conteniendo medio sélido YPD. La suspension se extendié en césped por toda la placa

mediante agitacion suave con perlas de vidrio (3 mm de diametro).

Las placas se incubaron a 30° C durante 48 horas y posteriormente se efectu6 un
recuento del nimero de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/ml) de
aproximadamente 30-300 colonias por placa. En cada caso, se hallaron los valores
promedio para cada muestra tratada y el porcentaje de células viables o supervivientes,
se refirid a una muestra control, sin exposicion al estrés respectivo, que representaba el
100% de viabilidad.

11.15.2. ENSAYO DE SENSIBILIDAD.

Se trata de una medida distinta referente al crecimiento y comportamiento de los
mutantes en medios solidos con distintos agentes estresantes o diferentes fuentes de
carbono. Se realiz6 mediante diluciones seriadas y posterior dispensa en gotas de los
indculos correspondientes. A tal fin, se tomd una alicuota de cada cultivo, ajustando su
volumen con agua destilada estéril hasta una D.O.g0nm final de 1,0. A partir de la
misma, se practicaron diluciones seriadas en el rango de 10% hasta 10°, y se depositaron
gotas de 5 ul de cada dilucion sobre placas Petri conteniendo los agentes estresantes. Un
crecimiento colonial suficiente se obtuvo tras incubacién a 30° C, durante 2 ¢ 3 dias y

posteriormente las placas se fotografiaron.
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11.16. OBTENCION DE EXTRACTOS LIBRES DE CELULAS.

Para ensayar las actividades enzimaticas intracelulares, se obtuvieron extractos
celulares crudos de las cepas de C. parapsilosis objeto de estudio. Para ello, se tomaron
alicuotas de 45 ml de cada cultivo y las células se recogieron mediante centrifugacion a
5000 xg durante 10 min. a 4° C, en diferentes fases de crecimiento. Se lavaron una vez
con agua destilada fria y finalmente se resuspendieron en 1,25 ml de tampon acido
2-morfolinoetanosulfénico (MES) 100 mM a pH 6,0 que contiene fluoruro de fenilmetil
sulfonilo (PMSF) 0,1 mM vy cisteina 5 mM. Se emple6 PMSF vy cisteina por su
propiedad de estabilizar las proteinas de bajo peso molecular e inhibir la accion de las
proteasas. A continuacion, las suspensiones celulares mantenidas en hielo, fueron
sometidas a rotura mecénica en tubos de hemdlisis (0,5 cm de didmetro) mediante perlas
Ballotini (0,45 mm de diametro), durante 6 ciclos alternativos de rotura y reposo de 45
seg. cada uno, manteniendo siempre las muestras en frio para evitar la desnaturalizacion

enzimatica por el efecto del calor liberado en la friccion mecénica de las perlas.

Los extractos crudos se recogieron con pipetas Pasteur en tubos Eppendorf y se
centrifugaron en una microcentrifuga refrigerada a 4°C MSE (10000 xg durante 7 min.),
obteniéndose los sobrenadantes correspondientes y eliminando restos celulares y polvo
de vidrio residual. Ambas fracciones (extracto citosélico y fraccion particulada que
engloba la pared y resto celular) se guardaron de forma independiente y se conservaron
a4°C.

El precipitado del tubo Eppendorf se resuspendié en un 1 ml de agua destilada
esteril y se volvio a centrifugar en frio durante un tiempo de 7 min. a 13.000 xg, para
lavar los posibles restos de citosol y obtener mayoritariamente la fraccion de pared
celular. Una vez centrifugado, se desecho el sobrenadante y se le afiadié 1 ml del mismo
tampon (MES 100mM a pH 6,0) utilizado para el extracto del citosol (ambos extractos

se mantuvieron en hielo).
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11.17. DETERMINACION COLORIMETRICA DE PROTEINA: METODO DE
LOWRY.

La estimacion de la proteina presente en el sistema enziméatico se realizd
siguiendo el metodo de Lowry et al. (1951). Es un método de valoracion cuantitativa de
las proteinas, que se basa en la adicién de un compuesto, el cual, forma un complejo
coloreado con determinados aminoacidos, siendo la intensidad de color de la disolucion
resultante proporcional a la concentracion de proteinas, dentro de un rango de
linealidad, segun la ley de Lambert-Beer. El color final es el resultado de la reaccién
con el cobre en solucion alcalina y de la reduccién del reactivo fosfomolibdico-
fosfotlngstico por la tirosina y el triptéfano de la proteina tratada. Los reactivos que se

emplearon fueron los siguientes:

A) Solucion alcalina de cobre:

-Na,CO3 al 2% en NaOH 0,1 N
-CuS0O, al 1% en agua destilada
-Sal de Seignette (tartrato sédico-potésico) al 2% en agua destilada.

Las soluciones se preparan Yy conservan por separado y se mezclan

inmediatamente antes de su uso en la proporcién 98/1/1 (v/viv).

B) Solucion de Folin-Ciocalteau: Reactivo comercial diluido en una proporcion

1:1. Para la reaccion se utiliza agua destilada.

El procedimiento para la determinacion de proteina consiste en afiadir a 1 ml de
la soluciéon problema, 3 ml de la solucion alcalina de cobre y se deja la mezcla a
temperatura ambiente durante 10 min. Se afiaden a continuacion 0,3 ml de la solucion
Folin-Ciocalteau y al cabo de 30 min el color desarrollado se lee de inmediato a 540
nm. Como patron de referencia se empled una solucién de albumina bovina (Sigma). El

método es lineal en un rango de 10 a 90 ug/ml de proteina.
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11.18. MEDIDA DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS.
11.18.1. CATALASA (E.C.1.11.1.6).

La catalasa, enzima con actividad antioxidante, lleva a cabo la descomposicion

del H,O,, mediante la siguiente reaccion:

Catalasa
2 H,O, » 2H,O0+0,

Para su determinacion, se emple6 el método espectrofotométrico descrito por
Aebi (1984), que esta basado en la deteccion de la disminucidn de absorbancia a 240 nm
(Absa40nm), originada por la desaparicion del H,O,. El ensayo se efectu6 a 25° C en un
espectrofotometro Shimadzu modelo UV-1203 equipado con un accesorio de
termostatizacion y empleando 1,475 ml de una mezcla de reaccién que contenia H,0,
10,6 mM en tampon fosfato potasico (BPK*) 50 mM a pH 7,0.

La reaccidn se inicid por la adicion de 25 pl de muestra. El registro se efectud
midiendo cada muestra problema frente a un blanco compuesto por BPK* 50 Mm a pH
7,0. La actividad enzimatica, expresada en umoles x min™ x ml™, se calculé a partir de
la velocidad inicial de reaccion (AAbszsonm/Min) y de un coeficiente de extincion molar
para el H,0, de 39,58 M™* x cm™ (Del Rio et al., 1977).

11.18.2. GLUTATION REDUCTASA (E.C.1.6.4.2).

Esta actividad se valoré siguiendo método descrito por Edwards y col., (1990),
basado en la medida del descenso de absorbancia a 340 nm, debido a la oxidacion del
NADPH durante la conversion de glutation oxidado a glutation reducido por accién de

la enzima glutation reductasa (GR).

El ensayo se llevd a cabo a 25°C en un espectrofotometro de doble haz
Shimadzu modelo UV-1203. La mezcla de reaccion contenia en un volumen final de
1 ml tampén Tris-HCI 100 mM, pH 7.8; 1 mM EDTA; 3 mM MgCl,; 0,5 mM de
glutation oxidado y 50-100 ul de muestra. La reaccion se inicia por la adicion de 50 pl

de NADPH 4 mM, siguiéndose su oxidacion durante 2 min. frente a un blanco de
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muestra que contenia el tampon Tris-HCI 100 mM, 50-100 ul de muestra y 50 ul de
NADPH 4mM.

En cada ensayo cada medida correspondiente a la reaccion problema que
contenia el extracto enzimatico fue corregida restando el valor obtenido en el blanco de
muestra. La actividad enzimética, expresada en nmoles de NADPH oxidado x min™ x
ml™, se calculé a partir de la velocidad inicial de reaccién y de un coeficiente de

extincion molar para el NADPH de 6.22 mM™ cm™.

11.18.3. ACTIVIDADES TREHALASAS (E.C.3.2.1.28).

La determinacién analitica de la actividad trehalasa valora en un ensayo acoplado,
la glucosa generada a partir de la hidrolisis del sustrato trehalosa (Merck, Fluka) que se
realizd segun el método descrito previamente (San Miguel y Argielles, 1994), con

arreglo a la siguiente estequiometria:

Trehalasas
(acida/neutra)

Trehalosa = 2 Glucosa

El ensayo enziméatico para medir tanto la actividad &cida (Atclp) como la
actividad neutra (Ntclp), contenia en un volumen final de 0,25 ml: 50 ul de extracto
celular como fuente enzimética, 200 ul de trehalosa 200 mM como sustrato, preparada
en tampon MES 25 mM a pH 7,1 incluyendo CaCl, 125 uM, para valorar la actividad
trehalasa neutra y para la determinacion de actividad trehalasa &cida, se prepard
trehalosa 200 mM en tampén citrato-fosfato 0,2mM a pH 45 y éacido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 2 mM. Ambas reacciones se incubaron a 30°C
durante 30 min. y se detuvieron por inmersion en un bafio de agua hirviendo durante

5 min.

La glucosa liberada en el sobrenadante del ensayo se midié con el método
glucosa-oxidasa (ver epigrafe 11.19). Blancos carentes de enzima y de sustrato,
respectivamente, asi como ensayos control detenidos a tiempo 0, se dispusieron en
paralelo para descartar potenciales autohidrélisis o interferencias del ensayo. Una
unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima capaz de producir
2 umoles de glucosa por minuto a 30° C. La actividad especifica se expresa como

(nmoles de glucosa liberados por minuto) por miligramo de proteina.
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11.19. VALORACION ANALITICA DE GLUCOSA. METODO DE LA
GLUCOSA-OXIDASA.

La glucosa remanente en el medio de cultivo o la liberada en las reacciones
enzimaticas, es oxidada directamente a acido gluconico por medio de la enzima glucosa
oxidasa, segun el siguiente esquema:

Glucosa + 0, + H,O0 — Ac. Gluconico + H,0,

Glucosa oxidasa

En la siguiente etapa, el peroxido formado se reduce en un ensayo acoplado con
peroxidasa y un cromogeno oxidable (orto-dianisina) que es incoloro en su forma
reducida y coloreado en su forma oxidada.

H,0, + O-dianisidina — H,O + O-dianisidina oxidada

Peroxidasa

Tras la primera reaccion “standard” de trehalasa explicada en el epigrafe 11.18.3.,
que se detuvo a los tiempos deseados, se afiadié a dicha reaccién, 1 ml del reactivo
formado por las siguientes soluciones, mezcladas en la proporcion 20:1 (v/v),

inmediatamente antes de cada valoracion:

a) Solucion de glucosa oxidasa (E.C. 1.1.3.4) tipo V + peroxidasa
(E.C.1.11.1.7) (Sigma), compuesta por 1ml de glucosa oxidasa y 5,25 mg de
peroxidasa en 1 | de tampdn fosfato sédico 0,1 M a pH 7,0.

b) Solucién de O-dianisidina: 600 mg de O-dianisidina-HCI (Sigma) disueltos

en 100 ml de agua destilada. Esta solucion se mantiene a 4° C protegida de la luz.

La incubacion del ensayo de valoracion se realizé a 30° C durante 30 min. y se
detuvo por la adicion de 1 ml de HCI 6N. De esta forma se desnaturaliza la solucion de
glucosa oxidasa-peroxidasa y el complejo coloreado de O-dianisidina oxidada vira a
color rosa. Las lecturas han de efectuarse de inmediato, a fin de evitar posibles
interferencias debidas a la oxidacion espontanea y progresiva de la O-dianisidina en

presencia de aire.
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Los valores procedentes de ensayos experimentales se refirieron a una recta de
referencia de glucosa (Figura I11.1) y se midieron en un espectrofotometro (Shimadzu
UV-1203) a 540 nm (Absssonm), estableciéndose un rango de linealidad entre 10 y 100
ug de glucosa/ 200 pl.

0.0 T Ll Ll Ll 1
0 20 40 60 80 100

[glucosa] g /200ul

Figura I1.1. Grafica patron para la valoracién de glucosa con el método de la
glucosa oxidasa-peroxidasa.

11.20. DETERMINACION DEL CONTENIDO INTRACELULAR DE
TREHALOSA, GLICEROL Y D-ARABITOL.

11.20.1. VALORACION ENZIMATICA DEL CONTENIDO INTRACELULAR
DE TREHALOSA.

La determinacién de trehalosa enddgena se realiz6 esencialmente siguiendo el
protocolo descrito por Blazquez et al., (1994). La extraccion se realizd a partir de
muestras de cultivo celular (15 ml) recogidas en fase exponencial o estacionaria, que se
centrifugaron y lavaron en agua fria y se resuspendieron en 1 ml de agua destilada,
pudiendo conservar las muestras a -20° C hasta su analisis. Los tubos se introdujeron en
un bafio de agua a 95° C, durante 45 min, con agitacion esporadica. Este tratamiento
provoca la lisis celular, liberandose el contenido interno de trehalosa y otros metabolitos
al medio. Posteriormente los tubos fueron centrifugados a 10000 xg durante 10 min,
recuperandose el sobrenadante.
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El contenido de trehalosa enddgeno se mide con trehalasa comercial. La mezcla
de reaccion contiene en un volumen final de 200 ul, 90 ul de tampdn acetato sédico
25 mM pH 5,6, 100 ul de las muestras correspondientes a los extractos libres de células y
10 ul de trehalasa (Sigma, 2 unidades/ml) que hidroliza una molécula de trehalosa a dos

moléculas de glucosa a pH 5,6 y 37° C.

Trehalasa
Trehalosa = 2 Glucosa

Paralelamente, se dispuso una mezcla control preparada de igual modo, pero
sustituyendo las muestras problema por trehalosa standard (Merck, 1-5mM, recta
patrén). En los blancos, la trehalasa comercial es reemplazada por agua destilada,
debiendo incluirse al menos un blanco y dos medidas de referencia por cada valoracion
distinta. La incubacion se realiza a 37° C durante toda la noche. EI método mide la
cantidad de glucosa formada en el extracto, siendo valorada mediante el empleo de una

reaccion acoplada con glucosa oxidasa-peroxidasa. (Apartado 11.19).

11.20.2. DETERMINACION MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA RESOLUCION (HPLC) DEL CONTENIDO INTRACELULAR DE
TREHALOSA, GLICEROL Y ARABITOL.

Las determinaciones analiticas se realizaron con un cromatografo liquido de alta
resolucion, modelo VWR Hitachi Elite LaCrom, con un detector de indice de refaccion
modelo Detector L-2490 RI. Se utiliz6 una columna de Bio-Rad HPX-87H junto con
una pre-columna de BIO-Rad especifica a 25°C. Como fase movil se empled acido
sulfarico 1,5 mM, con una velocidad de flujo de 0,6 ml/min. El volumen de inyeccién
fue de 20pl.

11.20.2.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Las muestras se procesaron tal y como se indica en el apartado anterior (11.20.1).
Tras la centrifugacion (10000 xg durante 10 min) se recupero el sobrenadante, que fue
empleado para la determinacion de los diferentes metabolitos mediante HPLC (trehalosa

y los polioles glicerol y D-arabitol).
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11.20.2.2. PREPARACION DE LOS PATRONES.

Se prepararon disoluciones en &cido sulfurico (fase movil) a distintas
concentraciones (0,1-0,5-1-5-10 mg/ml) de una muestra standard, correspondiente a
cada uno de los metabolitos objeto de estudio, con la finalidad de establecer una curva

patrén de calibracion.

Para determinar el rango de linealidad, se realiz6 una representacion gréfica,
tomando el area relativa de los picos obtenidos para cada uno de los metabolitos de
referencia (trehalosa, glicerol y D-arabitol) frente a las diferentes concentraciones de los
mismos. Se observd una adecuada linealidad obteniéndose en todos los casos unos

coeficientes de correlacion (r) superiores a 0,999. Figura 11.2.B.
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Figura 11.2. A) Representacion grafica de las areas correspondientes a los diferentes
picos de elucion para los patrones de trehalosa enddgena (7,540 min), glicerol (13,343 min)
y D-arabitol (10,873 min), determinados por HPLC. B) Recta patron individual para cada
metabolito con su coeficiente de regresion (r?).
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11.20.2.3. CUANTIFICACION DE LAS MUESTRAS.

La identificacion de las muestras se realizO por comparacion directa con los
tiempos de retencion (picos cromatogréficos) obtenidos para los diferentes patrones
(Figura 11.2). La cuantificacion se llevo a cabo, extrapolando las areas de los picos de
cada compuesto sobre las correspondientes rectas de calibrado, obteniendo asi, la

concentracion de cada uno de ellos. Los ensayos se realizaron por duplicado.

11.21. ENSAYOS DE FILAMENTACION EN C. parapsilosis.

11.21.1. MEDIO LIQUIDO.

Para inducir la emision de tubos germinativos en C. parapsilosis, se empleo el
método descrito en C. albicans por Arguelles et al., (1999), consistente en provocar la
la conversion de levadura a hifa mediante la adicién de suero humano procedente de
muestras clinicas (Hospital General Reina Sofia Murcia) y transferencia simultanea de
30°C a 37°C. Los cultivos se incubaron en medio YPD a 30°C hasta alcanzar fase
exponencial temprana (D.O. goonm = 0,3-0,5). Las muestras (5-10 ml) se recogieron y
lavaron rapidamente con agua destilada fria estéril y se resuspendieron a una densidad
de 0,8-1,0 mg/ml (peso seco) en medio YPD fresco conteniendo suero humano al 10 %
(v/v), siendo incubadas a 37° C. Previamente a su adicion, las muestras de suero se

esterilizaron por filtracion (0,45 um, Millipore).

La aparicion de tubos germinativos se monitoriz6 mediante el uso de un
hemocitdmetro Neubauer, utilizando un microscopio de contraste de fases (Nikon u
Olympus BH-2), que permite distinguir entre los blastoconidios agrupados tras su
division (pseudohifas) y las hifas verdaderas. En cada recuento, fueron examinadas un
minimo de 200 células y el porcentaje de dimorfismo se representa como la relacion
entre el nimero de células que formaron tubos germinativos respecto al nimero total de

células que aparecieron en la cuadricula del hemocitometro.
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11.21.2. MEDIO SOLIDO.

Cultivos en medio YPD de las cepas objeto de estudio fueron recogidos y
lavados con PBS, ajustandose su D.O.goonm @ 1. A partir de diluciones seriadas, se
plaquearon aproximadamente 100 colonias en placas que contenian medio Spider, dicho
medio es especifico para inducir la micelacion. Tras 7 dias de incubacion a 37°C, la

morfologia macroscopica de las colonias obtenidas fue fotografiada.

11.22. DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES MINIMAS
INHIBITORIAS (CMI) DE DIFERENTES ANTIFUNGICOS.

La concentracion minima inhibitoria para un grupo escogido de antifungicos
que afectan a la actividad celular se determind mediante el método de microdilucién
PNT (MIC-PT-000017-005), puesto a punto en el Servicio de Micologia del Centro
Nacional de Microbiologia, Carlos 111 de Madrid.

Tanto las cepas problema, como los controles se cultivaron en placas de
Saboraud-dextrosa a 35°C +2°C durante 24 horas antes de realizar el test. Al dia
siguiente se preparo6 el inoculo, que consistié en coger al menos 5 colonias (con un
didmetro minimo de 1mm) de cada cepa en 5 ml de agua destilada estéril, realizando el
proceso en la vecindad de un mechero y esterilizando el asa en la llama para cada
suspension.

La turbidez de esta suspension se midié en un espectofotometro Génesis TM
20 y se ajustd, afiadiendo mas suspension celular o diluyendo con agua estéril, segun
fuera necesario, para que contuviera aproximadamente 1-5x10° unidades formadoras de
colonia por ml (UFC/ml). Se realizd una dilucion 1:10 en agua destilada estéril para
obtener 1-5x10° UFC/ml, que es la concentracién necesaria para inocular en cada placa
de microdilucion. Como se adicionaron 100 ul de dicha suspension, la concentracién
final de levaduras en el pocillo sera de 1-5x10* UFC/m.

Previamente se dispusieron placas de 96 pocillos con el medio de cultivo
adecuado (RPMI 2% glucosa) y las diluciones seriadas de los antifingicos en
concentraciones decrecientes. Finalmente, a cada pocillo se adiciond 100 pl de la
suspension de dichas levaduras.

Las placas se incubaron a 35°C +2°C durante 24 y 48°C (1° y 2° lectura), en

ambiente himedo para prevenir la evaporacion del medio.
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Trascurrida la incubacion, se leyd la absorbancia a una longitud de onda de
530 nm en un espectofotémetro (DINEX MRXII) para placas de microdilucion y se
calculé autométicamente la CMI como un porcentaje de inhibicion variable segun el
antifangico ensayado. Como control de la técnica, en cada placa se incluyeron dos
levaduras de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC) que contienen CMIs
conocidas y definidas como cepas control en los protocolos normalizados de EE.UU.
Los criterios de aceptacion o rechazo de los resultados dependen de los valores que se
obtengan con las cepas control, que deben estar en unos determinados intervalos que se
indican en la siguiente Tabla I1.5. Cada ensayo se realiz6 por duplicado, utilizandose los

datos mas representativos.

Tabla 11.5. Antifungicos ensayados e intervalos de CMIs de dos especies control de
Candida, tomadas como referencia en protocolos normalizados.

C. krusei ATCC 6258 C. parapsilosis ATCC22019
0,12-0,5 0,12-0,5
2,0-8,0 0,12-0,5
16,0-64,0 0,5-2,0
0.03-0,12 0.03-0,12
0,06-0,25 0,015-0,06
0,03-0,12 0,015-0,03
0,015-0,06 0,015-0,03
0,12-0,5 0,5-2,0
0,03-0,12 0,25-1
0,03-0,12 0,25-1

11.23. ANALISIS DE LA HIDROFOBICIDAD DE LEVADURAS.

El grado de hidrofobicidad de las cepas investigadas en esta Memoria, se analiz6
mediante el ensayo de unién a microesferas descrito previamente (Colling et al., 2005).
El procedimiento consistié en cultivar las levaduras en placas de YPD soélido a 30 °C
durante 12 horas aproximadamente. Posteriormente se recogieron las células y se
lavaron con 10 ml de PBS, seguido de centrifugacion (5000 xg durante 10 min) a

temperatura ambiente. El precipitado celular se resuspendié en PBS y tras calcular su
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concentracion, se ajustd a 2x10" levaduras/ml que equivale a una densidad optica de
D.0O.600nm de 1,0.

La suspension madre de microesferas de estireno marcadas de 0.80 pum de
didmetro (deep blue-dyed styrene microspheres, Sigma), se diluyeron ¥ en PBS. Se
tomaron volumenes iguales (10 ul) de levaduras y microesferas y se mezclaron en tubos
con 580 ul de PBS, que fueron analizados mediante citometria de flujo inmediatamente
(tiempo cero) o tras incubacion durante 15 6 30 min con agitacion orbital a y a

temperatura ambiente.

La adquisicion y el analisis de las muestras se realizé en un citometro de flujo
FACsort (Becton-Dickinson, Montan View, CA, EEUU), equipado con un laser de
argon de 488nm. Como software de adquisicion y analisis se emple6 el programa
CellQuest; con parametros FCS (tamafio) y SSC (granularidad) en escala lineal y FL4
(fluorescencia roja) en escala logaritmica. Para analizar los resultados, se selecciono la
poblacién principal, aquella que se correspondia con la poblacion de levaduras
representada en la Figura 11.3 dentro de un poligono designado como R2,
diferenciandolos asi, de la poblacion de bolas sin unir a la levadura (poligono R1). El
namero de células analizado dentro del poligono, fue de un minimo de 5000 (Figura
11.3). Los datos que se presentan muestran la intensidad de fluorescencia (FL4) asociada

con las levaduras, resultado de la unién a las microesferas.

1023

S5 Lin

Fig. 11.3. Seleccion de la poblacion de levaduras (R2) por criterios de tamafio y
granularidad mediante citometria de flujo.
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11.24. CUANTIFICACION DE LA RESISTENCIA A LISIS MEDIADA POR
MACROFAGOS.

En los experimentos sobre interaccion entre levaduras y macrofagos, se
utilizaron macréfagos de la linea celular U937 diferenciados tal y como se indica en el
Apartado 11.2 y posteriormente sembrados en placas de 96 pocillos a una concentracion
0,5x10° cels/pocillo en 250 ul de MCC. Por su parte, las levaduras fueron crecidas en
placas de YPD incubadas a 30 °C durante las 12 horas previas a la infeccion. Al dia
siguiente se recogieron las levaduras, se lavaron con 10 ml de PBS y se centrifugaron a
10000 xg durante 10 min a temperatura ambiente. El precipitado se resuspendié en PBS
y tras calcular su concentracion, se ajusté a 0,5x10° levaduras/pocillo, en la misma
proporcion que los macrofagos. Una vez adicionadas las levaduras a los
correspondientes pocillos con los macrofagos, se mantuvo la infeccion durante 2 h en
una estufa a 37° C con 5% CO,.

Tras las 2 horas de co-infeccidn, se retird el sobrenadante de cada pocillo, para
el posterior estudio de citoquinas y oxido nitrico, que fue congelado a -20 °C hasta su
procesamiento (Apartados 11.25 y 11.26). A continuacion se adicion6 a cada pocillo 1 ml
de agua destilada estéril con 1% de Triton X-100, para conseguir la lisis osmética de los
macréfagos y asi la liberacion de las levaduras fagocitadas del interior de sus
fagolisosomas. Posteriormente, se realizaron diluciones de las distintas muestras, con la
finalidad de obtener un namero teérico de levaduras en la placa de entre 100-150. Se
sembraron 100 pl de cada muestra en placas de medio YPD solido mediante extension

uniforme de la suspension celular con perlas estériles (Ballotini) de 3 mm de diametro.

El recuento del nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) se llevo a
cabo tras la incubacion a 30 °C durante 48 horas. En todos los casos se hallaron valores
promedio para cada muestra y el porcentaje de supervivencia se refirid a un ensayo
control de levaduras sometidas al mismo tratamiento exceptuando la exposicion a los
macrofagos (100% de viabilidad).
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11.25. DETERMINACION DE CITOQUINAS MEDIANTE ELISA.

La cuantificacién de las citoguinas IL-6, IL-10 y TNF-a en los sobrenadantes de
cultivos de macrofagos en presencia o ausencia de levaduras, se realizd mediante
ELISA (Enzime-linked immunosorbent assays). Para ello, se emplearon indistintamente
los ELISAs comerciales de R&D Systems (Minneapolis, USA) y de eBioscences (San

Diego, USA) siguiendo las instrucciones de los fabricantes, ya que los resultados

obtenidos con ambos reactivos son comparables.

En primer lugar la placa fue tapizada con anticuerpo primario o anticuerpo de
captura a una dilucion 1/250 en el tampon fosfato salino 0,1M, NaCl 0,138M, KCI
0,0027M en 1l de agua bidestilada pH 7.4 y se incubd toda la noche a 4 °C. Al dia
siguiente se recupero la placa, eliminando mediante lavados con PBS-Tween 0,05% el
anticuerpo de captura que no hubiera quedado adherido a la placa. Posteriormente se
incub6 durante 1h a temperatura ambiente con tampon de bloqueo del kit comercial,
para asegurar que el pocillo queda cubierto de proteinas y evitar una posible unién
inespecifica posterior de otras proteinas. En el kit de R&D, la placa ya esta tapizada con

el primer anticuerpo, por lo que los pasos mencionados hasta ahora no son necesarios.

Tras eliminar el tampon de blogueo de los pocillos, se afiadieron los estandares
para obtener la recta de calibrado y las muestras problema a analizar. Los estandares se
prepararon mediante diluciones seriadas a partir del mas concentrado. Estos estandares
sirvieron para poder relacionar concentracion de citoquina con absorbancia, y asi
disponer de una recta de calibrado con la que poder determinar la concentracion de

citoquina presente en la muestra problema.

Tras la incubacion durante 2 h. a temperatura ambiente, se procedié a lavar con
PBS-T. En esta ocasion los 2 primeros lavados se realizan eliminando el contenido de
cada pocillo con una punta independiente para evitar contaminaciones, y los 3
posteriores mediante inversion rapida de la placa y secado sobre papel, que es lo que se

realiza habitualmente.

Posteriormente, se adicioné el anticuerpo secundario también denominado
anticuerpo de deteccion. Para el kit de Biosciences el anticuerpo va unido a
estreptavidina, y se emplea a una dilucion 1/250 en tampdn de blogueo. Se incub6 1 h. a
temperatura ambiente, se lava con PBS-T, y se afiadié la peroxidasa conjugada a la

avidina (avidina-HRP) a dilucion 1/250 dejando incubar 30 min. a temperatura
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ambiente. Para el kit de R&D, el anticuerpo secundario va conjugado directamente con

la peroxidasa y sélo se incubé durante 1 h.

Transcurrido este periodo de tiempo se realizaron varios lavados a la placa con
PBS-T y se afiadio el sustrato (peroxido de hidrogeno y tetrametilbencidina) a cada
pocillo incubandose 15 min. en oscuridad, ya que este sustrato es fotosensible y se
oxida en presencia de luz. La reaccion se detiene adicionando &cido sulfarico 2N

(Panreac Quimia S.A., Barcelona, Espafa).

La absorbancia de cada pocillo fue medida directamente en un
espectrofotometro lector de placas de ELISA a una longitud de onda de 450 nm y
corregida en 570 nm. En la Figura 11.4 se muestra un ejemplo de la recta de calibrado

obtenida para el ELISA especifico de TNF-a.
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Figura I1.4. Recta de calibrado para TNF-a.

11.26. DETERMINACION DEL OXIDO NIiTRICO.

La cuantificacion del oOxido nitrico en los sobrenadantes de cultivos de
macrofagos en presencia o ausencia de levaduras, se realizé mediante un kit (Molecular
Probes), que se basa en la reaccion de diazotacion de Griess, una prueba quimica, que
detecta la presencia de nitritos orgénicos. El nitrito es detectado y analizado por la

formacion de un color rojo rosado, al tratamiento de una muestra conteniendo NO", con
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el reactivo de Griess. Cuando se agrega el acido sulfanilico, los nitritos forman una sal
de diazonio y cuando se agrega la a-naftilamina, se desarrolla un color rosado.

Se siguio el protocolo del kit; se mezclaron en volumenes iguales de N-(1-naftil)
etilendiamina (componente A) y el acido sulfanilico (componente B), formandose el
reactivo de Griess. En cada pocillo de la placa de 96, se dispensaron 20 ul del reactivo
de Griess, 150 ul de la muestra (en este caso eran l0s sobrenadantes), y 130 ul de agua
destilada. La muestra se incubd durante 30 min. a temperatura ambiente. En un pocillo,
se coloco una muestra de referencia que contenia 20 ul de reactivo de Griess y 280 ul de
agua destilada, ademas de realizar también, una recta patron con concentraciones entre 1
y 100 mM de la solucidn nitrito estandar (Figura 11.5), con agua destilada. Transcurridos
los 30 min., la absorbancia fue medida en un lector de placas espectrofotométrico a una

longitud de onda de 548 nm.
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Figura I1.5. Recta de calibrado de los nitritos.
11.27. ENSAYO DE INVASIVIDAD EN MODELO MURINO.

Para este ensayo, se utilizaron ratones hembra CD Swiss-inmunocompetentes
obtenidos en el animalario de la Universidad de Murcia, respetando las directrices de
ética del cuidado de los animales sometidos a experimentacion.

Las cepas de C. parapsilosis, objeto del analisis fueron crecidas en medio de
YPD a 30 °C durante 12 h, recogidas, lavadas con tampdn salino fisiologico (PBS) y

resuspendidas, en el mismo tampén. Se inyecté un inéculo de 30x10° levaduras en un
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volumen de 150 pl, por via intraperitoneal en ratones de 6 a 8 semanas de edad, con un
peso aproximado de 26-28 g. Se hicieron tres grupos experimentales, cada uno formado
por 6 ratones. Transcurridos 3 dias tras la inyeccion intraperitoneal, se procedio al
sacrificio de los animales. Para ello, se anestesiaron con éter y después se sacrificaron
por dislocacion cervical. A cada ratdn, se le extrajeron los dos rifiones, que se pusieron
en tubos de solubilizacion previamente pesados y se determiné el peso de los 6rganos.
Posteriormente se afiadié 1ml de agua destilada estéril con 0,1% de Triton X-100 y se
procedid a su homogenizacion con una trituradora de la casa comercial Polytron.
Posteriormente, se realizaron diluciones de las distintas muestras, sembrando 100 ul de
cada muestra por duplicado en placas de medio YPD solido mediante extension
uniforme de la suspension celular con perlas estériles (Ballotini) de 3 mm de diametro.

Tras la incubacion a 30° C en una estufa durante 48 horas, se procedié al
recuento del numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), referidas al peso del

rifidn extraido del animal (UFC/mg tejido).

11.28. ENSAYO DE VIRULENCIA EN EL LEPIDOPTERO Galleria mellonella.

Para la realizacion de los ensayos de virulencia en Galleria mellonella, una larva
de mariposa de distribucion mundial, que causa plagas ocasionales. En los ultimos afios
se ha introducido como organismo de referencia en ensayos de virulencia frente a
patdgenos microbianos (Kavanagh y Reeves 2003; Fuchs y Mylonakis 2006; Fuchs et
al., 2010; Mesa-Arango et al., 2012). Como material experimental se emplearon larvas
de las mismas procedentes de la casa comercial de Holanda (Mous Livebait R.J., The
Netherlands). Las larvas se seleccionaron segun el criterio establecido por Fuchs y
colaboradores (Fuchs et al., 2010), seleccionando las de color més claro y ausencia de
manchas negras en la cuticula, descartando asi las larvas con cualquier tipo de
infeccion, ya que el sistema inmune de las mismas tiende a responder con la
melanizacién inmediata frente a cualquier infeccion (visualizacion de manchas negras
en la cuticula). Una vez seleccionadas se pesaron, escogiendo las que tenian un peso
comprendido entre 300-600 mg. Posteriormente, se mantuvieron a temperatura

ambiente y en oscuridad.
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El dia previo al experimento se mantuvieron en una estufa a 37°C en oscuridad,
simultaneamente, se prepard un preindculo de las cepas a inocular, en medio Saboarud-

dextrosa liquido que se mantuvo a 30°C en incubador con agitacion.

Al dia siguiente se recogid cada preindculo, se centrifugé y se lavé dos veces
con PBS, en el ultimo lavado las levaduras se resuspendieron en 1ml de PBS que
contenia amplicilina (20ug/ml) (para asegurarnos que la muerte de las larvas era por
nuestras levaduras y no por cualquier infeccidn bacteriana). A continuacién se realizd
un recuento en camara de Neubauer de las diferentes cepas, para tener un inoculo de
distintas concentraciones (1x10% 5x10%; 2,5x10° lev/ml). Después se inyectaron 10 p
de cada concentracion del inéculo y cepa en la pro-pata de la larva como se muestra en
la Figura 11.6.B, utilizando una jeringa Hamilton de 10 pl de volumen. Previamente se
habia limpiado la zona con etanol 70%. Para cada cepa la jeringa Hamilton se limpiaba
pasandola por lejia, etanol 70% y por agua destilada estéril. Para cada cepa y condicion
deseada se utilizaron 20 larvas, 10 larvas por placa de Petri. En cada experimento se
introdujeron 2 controles: larvas sin inocular y larvas inoculadas con PBS y ampicilina.
Primeramente, se realizd en ensayo de virulencia con el fin de estandarizar la
concentracion del indculo adecuada para abordar, los sucesivos ensayos experimentales.
Una vez estandarizada la concentracién, se tomo un Unico indculo para los sucesivos

experimentos que fue de 5x108 levaduras/ml.

Figura 11.6. Método de manipulacion de la larva Galleria mellonella. A) Las larvas se cogen
con los dedos, realizando una ligera presion para evitar su movimiento durante la inyeccion. B)
La aguja se inserta en la ultima pro-pata izquierda (Fuchs et al., 2010).
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La estimacion de la supervivencia se calculd6 mediante examen periddico de las
larvas diariamente durante un maximo de 7 dias y consistié en evaluar la respuesta de
las mismas a estimulos fisicos, con la ayuda de unas pinzas. Las larvas muertas se
retiraron anotando la fecha de la muerte, el resto se dejo en estudio, prosiguiendo la
incubacion. Las larvas que habian alcanzado la fase de pupa fueron descartadas del

experimento (Figura I1.7).

CONTROL

Figura 11.7. Examen periddico del nivel de supervivencia registrado en larvas del
lepidoptero Galleria mellonella. A la izquierda se muestra una placa Petri con larvas sin tratar
(control) y a la derecha larvas tratadas. A) Larva viva B) Larva inoculada C) Larva muerta D)
Larva en estado de pupa.

11.29. FAGOCITOSIS IN VIVO EN Galleria mellonella.

Para el estudio de la fagocitosis in vivo en G. mellonella se sigui6 el protocolo
establecido por Fuchs y colaboradores (Fuchs et al., 2010). El dia previo al experimento
se prepar6 un cultivo liquido de Saboraud-dextrosa con las diferentes cepas de levadura
a utilizar. El cultivo se mantuvo a 30°C con agitacién. Al dia siguiente, dicho cultivo se
lavé con PBS y se prepar6 1 ml de suspension celular con una concentracion de
levaduras de 1x10° levaduras/ml. A continuacién, la suspensién celular se tifi6 con
blanco de calcofluor (10-15 pg/ml) y se incub6 a 37°C durante 30 min. en oscuridad.
Transcurrido ese tiempo, se lavé con PBS y se inocularon 10 pl de la suspension a cada
larva, seguido de incubacién a 37°C durante 2 h. en oscuridad. Se utilizaron un minimo

de 5 larvas por cepa y/o condicion.
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Transcurrido ese tiempo, se preparé un tubo Eppendorf para cada larva, con
adicion de 100ul de PBS o IPS (Insect Physiological Saline) frio. EI IPS es una solucion
salina que evita la coagulaciéon y la lisis de las células, contiene: 150 mM cloruro
sodico, 5 mM cloruro potasico, 10 mM Tris-HCI pH 6,9, 10 mM EDTA y 30 mM
citrato sddico. Con la ayuda de una cuchilla, se practico una pequefia incision en la parte
inferior ventral de la larva sobre el Eppendorf que incluia los 100ul de IPS y se
recogieron las 2-3 primeras gotas que salieron, correspondientes a la hemolinfa (de
color amarillento). Todos los Eppendorfs se lavaron con PBS o IPS. Se centrifugaron a
700 xg durante 5 min a 4°C, se retir0 el sobrenadante con mucho cuidado y el
precipitado fue resuspendido en 200 pl de PBS o IPS. Se colocaron aproximadamente
10 pl de muestra sobre un portaobjetos y se visualizd en el microscopio de
fluorescencia. Para calcular el porcentaje de fagocitosis se buscaron distintos campos
opticos donde contar hemocitos (Figura 11.8) frente a hemocitos con levaduras en su
interior. Los distintos recuentos fueron representados en gréficas de barras mostrando la
media y la desviacion estandar mediante el software Graph Pad Prism.
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Figura 11.8. Sistema celular de defensa de la larva Galleria mellonella. El sistema de defensa
de la larva esta compuesto por un grupo de células llamadas hemocitos, que circulan por el
hemocele y son capaces de reconocer los elementos extrafios mediante receptores tipo Toll. Se
conocen 6 tipos de hemocitos: pro-hemocitos, plamatocitos, granulocitos, coagulocitos,
esferulocitos, aenocitos. Los plasmocitos y granulocitos participan en la fagocitosis y en la
encapsulacion de organismos extrafios. (Kavanagh y Reeves; 2004).
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11.30. SOPORTE BIOINFORMATICO, REPRESENTACION GRAFICA DE
LOS RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS.

A lo largo del extenso desarrollo experimental de esta Tesis Doctoral, se han
consultado diferentes bases de datos y se han empleado herramientas bioinfomaéticas
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/

Trust Sanger Institute. Base de datos donde disponemos del genoma de

Candida parapsilosis. http://www.sanger.ac.uk/

Candida albicans Genome Sequence Project. Base de datos de Stanford
Genome Technology Center en el cual disponemos del genoma de C. albicans.

http://www-sequence.stanford.edu/group/candida/

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Permite la bdsqueda de
secuencias homologas comparandolas entre todas las secuencias disponibles en las

bases de datos, tanto de ADN como de proteinas. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

EMBL-EBI. Programa ampliamente utilizado para realizar alineamientos

maultiples de secuencias. http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

Para el anélisis de la secuencia nucleotidica y proteica del gen ATC1, se
empled el programa: www.bioinformatics.org/sms2/codon_usage.html, este programa
nos permite determinar la utilizacién de codones por dicho gen. Para la prediccion del
péptido sefal, se empled la siguiente base de datos: http://www.cbs.dtu.dk/services/Sign
alP/. Con el programa: ProtParam (http://www.expasy.ch/cgi-bin/protparam) fue posible
la determinacién de la masa molecular tedrica y el punto isoeléctrico teérico de la
secuencia proteica Atclp. El perfil de hidrofobicidad de la proteina Atclp se determind
a traveés del programa ProtScale Tool (http://www.expasy.ch/tools/pscale/Hphob.Doolitt
le.html). Para la busqueda de motivos proteinicos en Atclp se empled el servidor
informatico  PSI-BLAST  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y PROSITE

(http://www.expasy.ch/cgi-bin/scanprosite/)
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Para la modelizacion de la proteina Atclp de C. parapsilosis, se utilizaron los
siguientes programas: El Servidor Jigsaw (http://www.w3.org/Jigsaw/) para predecir
su modelizacion tridimensional, Servidor Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/ht
ml/), el Servidor SSM (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/) y el Servidor 3DLigandSite
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/3dligandsite) para intentar predecir en la proteina, sitios de

unioén a ligandos.

Con el fin de llevar a cabo la correcta representacion grafica de los resultados y
el tratamiento estadistico de los datos, se empled el programa Graph Pad Prism version
5.00 para Windows, Graph Pad Prism Software, (La Jolla, CA, USA),

www.graphpad.com.

Los experimentos se realizaron por duplicado y se repitieron un minimo de tres
veces. En las correspondientes gréficas aparece representado 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. La distincion entre los valores medios obtenidos fue
estadisticamente significativa en P< 0,05 (*), P< 0,01 (**), P< 0,001 (***), segun el test
t de Student. Cuando los datos se presentan mediante iméagenes, estas son
representativas de los resultados obtenidos en al menos dos experimentos

independientes.

Para el analisis del impacto de la disrupcion del gen ATC1, en los ensayos de
virulencia en larvas de Galleria mellonella, se realizaron curvas de Kaplan-Meier. El
valor de significacion estadistica se calculd mediante el test de la t de Student, para el
ensayo en modelo murino, ya que consideramos que la poblacién sigue una distribucién
normal (prueba paramétrica) y para el caso del modelo de G. mellonella, se utilizo el
test estadistico Long-rank (Mantel-Cox), asumimos que la poblacion sigue una

distribucion no normal (prueba no paramétrica).

Para establecer si la poblacion seguia una distribucion normal, se aplicé a los

datos el test estadistico Shapirowilk, este test nos permite establecer la normalidad.
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ATC1 Y NTC1



Resultados

I11. RESULTADOS.

I11.1. IDENTIFICACION IN SILICO DE POSIBLES TREHALASAS ACIDAS.

La secuenciacion del genoma completo de Candida parapsilosis (Butler et al.,
2009) representa la culminacion de wun importante proyecto internacional
de investigacion, liderado por el Instituto Sanger (http://www.sanger.ac.uk/sequencing/
Candida/parapsilosis/), que ha permitido la creacién de una base de datos donde se

hayan representados todos los contig de este microorganismo eucariota.

En la basqueda del gen que codifica la enzima trehalasa acida de C. parapsilosis,
se procedio al rastreo en la base de datos del genoma de este hongo emergente, usando
la secuencia nucleotidica de la trehalasa acida de C. albicans (CaATC1). Como
resultado, se identificé en el contig 005809 una secuencia nucleotidica, que presentaba
una homologia del 67% con el gen ATC1 de C. albicans. La secuencia aminoacidica
deducida de este contig, fue comparada con secuencias de proteinas homdlogas de la
trehalasa &cida en otras especies dentro del género Candida: C. albicans, C. tropicalis y
C. glabrata obtenidas a partir de la base de datos (http://www.candidagenome.org), me-
diante un analisis ClustalW. Se obtuvieron porcentajes de identidad del 60%, 62,4% y

38,7% respectivamente. (Figura I11.1).

De forma preliminar, estos resultados sugieren que en el contig 005809 se
encuentra la secuencia nucleotidica que, podria codificar la trehalasa acida de C.
parapsilosis, por esta razon fue identificada y denominada como CpATC1 (de Acid

Trehalase of Candida parapsilosis).
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Figura I11.1 Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de CpAtclp con CaAtclp de
C. albicans y sus ortélogos, C. tropicalis y C. glabrata. El alineamiento se realiz6 mediante el
1994).
Debajo de las secuencias se encuentran marcadas con asteriscos, aquellas posiciones que son
idénticas en todas ellas, mientras que las sustituciones o reemplazamientos conservativos estan
indicados con dos puntos.

programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ Thompson et al.,
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I11.2. ANALISIS DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DEL GEN CpATCL1.

El andlisis de las secuencias nucleotidicas correspondientes al gen ATC1 puso de
manifiesto una Unica fase de lectura abierta de 3,216 nucle6tidos, que codifica para una
proteina con una secuencia primaria de 1,039 aminoacidos. En la Figura 111.2. se
muestra un fragmento de 5,341 nucle6tidos con las regiones 5y 3"adyacentes que
contienen el gen ATC1. A continuacion, se realizd un analisis de las regiones
intergénicas aguas arriba y aguas debajo de dicho gen. A estas regiones intergénicas se
les atribuye un papel regulador importante, ya que en ellas se encuentran los motivos de
inicio y terminacion de los transcritos de los genes y ademas evitan que la expresion de
los genes interfiera entre ellos (Williams et al., 2005). La secuencia de la region
intergénica que rodea al gen ATC1 se obtuvo, como ya se ha mencionado anteriormente
de la base de datos de Candida parapsilosis (www.sanger.ac.uk/sequencing/Candida/pa

rapsilosis).
111.2.1. ESTUDIO DE LA REGION 5’ NO CODIFICANTE.

En dicha secuencia (Figura 111.2.), se buscaron los elementos reguladores de la
transcripcion, como son las secuencias promotoras, responsables de la interaccion de la
ARN polimerasa o las secuencias que determinan el sitio y eficiencia del inicio de la

transcripcion (Mellor, 1989).

La secuencia TATA se presenta en levaduras, generalmente, entre las posiciones
-30 y -300 e interviene en el reconocimiento por el factor de transcripcién general TFIIF
(Greenblatt, 1991). En algunos genes de levaduras aparecen multiples secuencias TATA
(Guarente, 1984; Ferguson et al., 1986). En la secuencia nucleotidica que contiene el
gen CpATC1 se identificd una posible caja TATA, con la secuencia consenso 5" -TATA-
3" en las posiciones -7 (TATA), -12 (TATA), -77 (TATATATA), -103 (TATA) y -725
(TATA) (sefalado en verde en la Figura 111.2.).

Otro elemento promotor, es la secuencia CAAT, aparece en la region 5’ no
codificante de muchos genes de levaduras, localizandose concretamente en la region 5°
anterior a la caja TATA. En el gen CpATC1 aparecen varios de estos elementos en
posiciones -36 (a partir de la caja TATA) y otras mas alejadas (Figura I11.2.) Las cajas
CAAT se han descrito como elementos implicados en el control de la transcripcion en
levaduras (Dobson et al., 1982).
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En levaduras se ha descrito también que la transcripcion comienza normalmente
en un elemento CA situado en posiciones -26, -30 hacia el extremo 3’ de la caja TATA.
El gen CpATC1 presenta varias de estas secuencias CA (subrayadas en negro y verde
en la figura 111.2.) en las posiciones -19 (CA), -22 (CA), -28 (CA), -49 (CA), -55 (CA),
situadas entre la caja TATA y el teorico sitio de inicio de la traduccion (ATG). También
se ha encontrado una secuencia CAACAA, tipica de genes altamente expresados, en
posicion -22.

Ademas de las cajas TATA necesarias para la union de factores de transcripcion,
se hallaron secuencias RRYRR (R=purina, Y= pirimidina). Estas secuencias se han
relacionado con el inicio efectivo de la transcripcion en varios genes de levaduras (Hahn
et al., 1985). En la secuencia nucleotidica 5’ no codificante de CpATC1l se han

encontrado 15 de estas secuencias (Figura I11.2, marcadas en verde).

Por altimo, se sefiala una secuencia que podria ser el sitio de union para el factor
transcripcional MIG1 (subrayado en gris en la Figura 111.2.), un represor del gen de

levaduras que responde a glucosa.
111.2.2. ESTUDIO DE LA REGION 3’ NO CODIFICANTE.

Los elementos situados en la region 3’ no codificante de los genes estructurales
son importantes para una correcta terminacion del transcrito, asi como, para su posterior
procesamiento y poliadenilacion. Los extremos 3’ de los RNAm de levaduras, al igual
que en mamiferos se forman por digestion y adicién de una cola de poli(A). En el caso
de las levaduras, las secuencias que dirigen este proceso son degeneradas y redundantes.
Se han identificado en la region 3° del gen CpATC1 una serie de secuencias que podrian
funcionar como sefiales de poliadenilacion: AAAT en las posiciones 4363, 4368, 4381,

asi como cinco motivos mas en posicion 3’ (senalado en morado en la Figura I11.2.).

1 AATGAATTTGGTACCTTGCATCAGTTGACAACTTCAACGACAGATATGTA

51 TGAATTTTGGTTGCAATICTTGTGCAAAATTTATGTATCATTCATTCAGCA
101 [CAAT|TCTATAGGTGAACAAATICAATGACAATAACAACTCAGCTGAAAGCT
151 TGGACCATTCATCTGGTTGATAGCACGAGCICAATIACAAACATCAGAGTCC
201 CAGTTACGCCTAATGARATTCGGGGAAACAAACGAGTCAGCTCGGTGCGG
251 GGACCACCCCGAAACAGAAGAGGGATTTACAATIACAAT|ITGACCCAACCCT
301 ATTGCAGTAACCCACTTGCCCGATTAAGGACTTGTTGATAAGTAAACGTT
351 TGGCTTTTATTGGAAAATGTACTACATGTAGTCAAACACAGTGGAAATTG
401 CGATTGCCAAACATTGCGATTCGTTTCATT[MMMTTTCCAAT|GTATTCCG
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451 TAC[CAAT|CCAAGATACGTTTTAGGTTGACTCAAAAGAGATTTTGTGAGCC

501 GATTCGCACTCGTGGATGGTTATTTTCTCTTCCCAGCGTGTTTCTGTCCT

551 CCCCCCCTCCCCCACTCATCCTGTGTCGTGGAATTTTGTGTGTGTTATGT

601 AATACGTTTGCAAATCTCCAGATTTTTCTTCAAGCCTCGTGTGTCGTATT

651 AACCAAAATACGACATTGCCTTTTTTCTTATTGTTGTTGTTTATGTTTTC

701 ACACCAARAATAARAGAGATAAAAACAAAAATTGTTCTTCTTCTCACTCC

751 AACTGCCCCCCCCCCCCAGAATTACGAGTTCGTACAGATTAATACCTTTG

801 AGTTGCCTAATTTGTGTAACCACAAACTCACACAAGTGTACTACATACTT

851 TACTTTACATTTGCTATTTAATTTATTGTTTTGTTTTGGGTAATTGAAAT

901 CCACCCCCAAGAACAGATTTTTTTTCATGTTTTGCACCGGAATTTCCTAA

951 GTGAAACTTTTACTTCGATCTCTCCAACATTCGTTCCTTGAATTTGCTTT
1001 AAACTTTCAACTGACTCCGCTTTACATTTGGCTGATTTTGTGCTATTCCA
1051 [caaTiccrrcA |l TEMEGACATAGAGAATAATG GAGA
1101 ATAGTTCCAGAATCAAAGGTATTAGGAGATTGTTCAAAGACAACAAAACG
1151 -l cccBiB8~ CcTATCATTGCCAATTTCATCCTATTTTATAGCCT
1201 CCATCTACTAAATACGAGGTTCAGTGAGGCGTTTCCATTCGTTTTGCCTC
1251 GAGCTGAGAAATATACATTAGAACAAACATCAGATTCAAATCTTGGGGAT
1301 TTTGTTAATAGCTTTGAAAACAAAGAAATCTTTAGTCAAGTACAATTTTC
1351 CGAACATGCATTTTATGATCGAAAGATGAATGTGGTAGGTACAATTGAGT
1401 ATTCCAAGTATAACCAATTTCAAAAACAACCATATGTTGCTAATGGATAT
1451 ATTGGAAGTAGAATACCCAACTTGGGACACGGGTTTACCTACGACCAACT
1501 AACTGAGTCTCCTGATTCTAAAAAAGACGACTTGTATAATGGGTGGCCAT
1551 TGTTTGACAAAAGGTTTTCTGGAGCATTTATAGCTGGGTTTTATGACCTT
1601 CAGGAAAACACCACGGGAAACAACTTTCCTGAACTTTTGAAAAATGGGTA
1651 TGAGAGTGTGATATCAGCAATTCCACAATGGACCACATTGAAACTAGCAA
1701 TTCAACATGGCGATAAACGATATACATTGGACCCTGCCTCACCTGATGGA
1751 GTTGGACAGATAACGAATTATGTCCAGAATATGTCTTTATCAACAGGCAT
1801 TGTAACTACTCAATTTACTTGGTTGGAATCGCTAGACGTTAGGTACACTG
1851 TTCTCGCACATAGATCGGAAATCAACTTGGGGTTGGTTAAGGTGGATATT
1901 AAAAATAAAGGAAATGATACTGTGGAGATTGATGTAATTGATGAGTTGAA
1951 TTTCGATACAGCACAGAGGTGT[SINETTGAATTTAATTGGTCATGACAACT
2001 CTGGTATTTATGTGTCATT T[@I€CCGGATAATTTGGACTACATTTCTGGT
2051 GCGATTTACTCAACGCTTCATCTCGATAGCGTCAAGCGTCATTCAAAAAA
2101 CAAGAAAACGAACCAAACGTCA[SINEATACGACTACATGCACAGGATTCCA
2151 CCCAATTTGGAAAAACAGTTGGCATTGTGTCCACAGATCTTGATCCTTCA
2201 AAGTTCAAAAACTCACGAGATACACTTGAATTTGCCAAAAAGGTTTCGCA
2251 AAAGTTTGAATACTTAGACTTGGTGATAAAGTCTCATGTTCGAGCATGGA
2301 AGGAATTGATGGGGAAACAATCGACGATAACATTCCCAAATGATCCCTTA
2351 CTAGATTTAGGGTCCAAGGCATCAGTTTACCACTTGCTAGCCAATACGCG
2401 TCCCGACGCCCAGGGGTTGACAGGAGCACTTGGTGTTGCTGGATTGAGCT
2451 CAGACAGTTATGGTGGTATGGTGTTTTGGGATACCGATTTTTGGATGTTT
2501 AGGGCTATATTGGCGCTCGATCCTACTCATGCCAAAAGTATTGTCAATTA
2551 CCGGATGCATACCCACCAGCAAGCTTTGAAAAACACTCCTCAAGGCTATG
2601 AAGGTGCTGCTTATCCCTGGACAAGCGGAAGATTTGGAAATTGTACGGCA
2651 ACGGGTCCATGTTTGAATTATGAATATCACATCAACTCAGCCATTGCTAT
2701 GGCGGCATGGGAATTGTACATTAGCGGTGCAGTAGATGATCAATATTTGG
2751 AAAGCACGGTCTACCCCTTGATCAGTGATGCGGCCAAGTTTTACGCGGAC
2801 TACGTGACAAGTTACAATGAAACAATTGACAAGTTTATCACCAGCAACCT
2851 CACGGACCCAGATGAGTATGCCAACCACGTTGACAATGGAGCATATACAA
2901 ATGCTGGCATAGCTTTACTTATGAACTGGATAAATGATATTGGTGATATA
2951 TTGGGTATAAARATGCCCGAAATTTACACTGACATTTCTCAAAAGATGTA
3001 CCTCCCCACTGCGGACAATTCACAAAACATTACATTGGAGTATTCTGGGA
3051 TGAATTCCTCAGTTGGTATCAAGCAAGCAGATGTCGTATTGATGACGTAT
3101 CCTTTGCAGAATAGTTTGGTTGATGATGAGCAAGCCTATATAAACATGGA
3151 GTTCTATTCAGGAAAGCAAGTGAGCTATGGACCAGCAATGACTTTTTCAA
3201 TCTTTTCCATTGTGGCAGCTAATTTGGCCACTAGTGGATGTGCATCACAA
3251 TCGTATTTGCACAAGGCTATGCAACCATATTTGAGGGGACCATTTGCCCA
3301 ATTTTCGGAACAAAATAACGACAACTTCAAAACCAATGGCGGTACTCATC
3351 CGGCATACCCATTCTTGACAGCACATGGAGGGTTTATACAAGCTGTTGTG
3401 AATGGATTAACTGGGTTAAGACATTCTTACACCATTGACAATGGTAAGAT
3451 TAGGAGATCATTGTTTTTGGACCCAATTGCATTGCCATGCTTGGGTGATG
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GAGTTCAATATAGCGGGATTCATTATGATAACCACACGATTTCAATGAAT
ATCACTGGCTCAACTTTTGTGATTCGAAATGAGGGAAAGACAAATAAGAG
GGCAAATGATTACATATCTATAACGATTGCTGATAGAAATCCTGGTCGTG
GAACTTACAAGTTAAAAGACAATGAAGAGAAATCATTTAAGTTATACCAA
CCCAGCAAGATTTTCGAAGATAGCGTATCCGAATGTGGGTTGGCGACATT
TTACAACATCACTGAGAGTGCCCCAGGTGACTCCTCGTTTCTGATCAATG
ATGGAGATAATACCACCAGATGGCAAGTGAAATATAATGATACTASINECA
AAAGTTTTGATTGATTTGCACTCGATAAAAAACATAACTGGTGTTGTGTT
TAACTGGGCTGACAAACCACCCAAAAAGGTTAAACT TRINEAAGTATATGG
GTACTAAATTCAAGGATGTCACTGATTTTTTGGCAAAAGTTGATTTTGGT
AACTATGTGTATAAAAACTACCGTTTTGCCAACCCTGGGGAAAAGTTGTT
GAATCAGAGTGAAGTATTTGAGAACGTGTACTCGGATGATGTCACGATAA
ATGCACCATTTTCCAGCAAAGAATTGGAAGAAGTTATTGTTCCTGTACGG
CATAACACAACATCTTGGAATATCAACTTGCAAGGCAGGTTCCTTTTACT
TGAAGTTGATGGAATACACAACACAATACCGATAGAAGATGATTATGGTG
GTGCCAAGCTTGCGGAAGTAAACTTCTT T liTAAAAAGGATATAGAGTA
GATTAGATTTAAGACAGATTAGAGCCCAAAAGCAATAACCATGTAGTACG
TTTTTTTCTTTANNNNCINNS TAATAT TCANNMGTGCCACGCATCAACT
ATACTTCTACTTTAATACAAAGCCTCTGCCAATTTAATAAGACGCTTGAG
ACCTGTGTGCCAGTTCCCCAATTCGTCACTATAGCTTGTAGCAATCTCCA
CATTGATGGCATTTGCCTCATCAAACCTTTTATTCTCCAACTGCGAACTA
ATTTCTTTCAATGATTCAGTAAGTGGT TTGGATINNMMCAGCATTGTTCAA
ATGATCAAACANSNNGT TTATTCTATGT TCCATATCAGCACCATGCTTAG
CAAACTTTTCCGGAATGTTTGGTTTGATTGCTTCCATGACAATGGTCAAG
GAATTGTINNNATGGTTCCEVMNICATCAGCAATGTGCGACCTATCACCTTT
TGGATACTTAGGAGGTTCAGGTGCCGCTTGTGGAACGGTTGCCGCTGGTG
GTTGCTCATTCACTGAAACTGGAGGACGTGCTGGGCCAGTAGGGGGTGGC
GCAACTGGCGTAAACGAGGGCTGTGCTGGGGTGCTCAGGGTTATTCCARA
TGGCTGTTGTGGTGGTGCAGCAGTTCCGAATTTTGTTCCTACTTCAGGGG
CCCCCACATGTGGCAATTGAGGTGAGTTATTCTGCATTGCTGATGGTGGT
GGTGGTGCGTATGGGTTCTTTGGTGGTGCAACAGACGGTGCTGGTTGTGC
TGCTCCRNNMGCCAATGGAGGAGGTGATGCGAATGGAACTTTTGCTGGCG
CTGGTTCACTTGTTGGAGCATAAGGATTCTTCTTGGCTATAGTAGGTGAA
GCAGCAGCTGTTGGTGGCGCACCAAAGTTGGGAACTCCAGGTTGCGGAGG
TTGCTCAGCCCCTGGAGGTGGAGCATACTTGGTGGTTGGAGTAGGTTTTG
GTGATGGCACTTGTTGAGTTGGAATTGAGGTTCTAGATGCACTACGGCTG
CTACTCTTGGGTGGTGGTGCAAAACCAGTGGTTGATACAG

Figura 111.2 Secuencia nucleotidica de la pauta abierta de lectura del gen ATC1 de C.
parapsilosis asi como las secuencias 5y 3'no codificantes. En rojo se sefiala la secuencia
nucleotidica que codifica al gen ATC1, el resto de la regién no codificante se sefiala en negro.
Las posibles cajas TATA se subrayan en verde. La secuencia CAAT, en region 5’ respecto cajas
TATA, se sefialan en un rectangulo. Se sefialan los elementos CA entre la caja TATA y cod6n
de iniciacién en los que puede empezar la transcripcion ademas de la secuencia CAACAA,
sefialada con una flecha roja. En verde se sefialan las secuencias RRYRR relacionadas con un
inicio efectivo de la transcripcion en varios genes de S. cerevisiae. El posible sitio de
reconocimento para MIG1 se subraya en gris. Las posibles sefiales de poliadenilacion en 3"se
subrayan en morado. Adicionalmente se sefialan en azul los codones CTG que en Candida sp se
leen como serina en lugar de leucina. También se sefialan los oligonucledtidos disefiados para la
dirupcion del gen ATC1 subrayados en amarillo.
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111.2.3. ESTUDIO DE LA REGION CODIFICANTE.

La composicion de bases de la region codificante correspondiente al gen
CpATCL1 es la siguiente: adenina (28%), timina (31%), guanina (18%) y citosina (21%).
El contenido en A/T representa el 60%, dato que estd en consonancia con lo descrito

para C. albicans, cuyo contenido promedio en A/T es de 65% (Brown et al., 1991).

Grosjean y Fiers en 1982, publicaron un estudio donde se observaba la relacion
directa entre el uso de codones sinénimos y el grado de expresion de un gen, de manera
que genes que estén altamente expresados utilizaran determinados codones sinGnimos;
sin embargo, genes con bajo nivel de expresion empleardn de una manera aleatoria
todos los codones sindnimos. En Escherichia coli, en los genes con un alto nivel de
expresion se observa una desviacion hacia 22 de los 61 tripletes codificantes posibles
(Grosjean y Fiers, 1982), mientras que en Saccharomyces cerevisiae la desviacion es
hacia 25 de los 61 tripletes (Bennetzen y Hall, 1982). Este hecho descrito para
S. cerevisiae (Sharp et al., 1986), se ha observado también para C. albicans, aunque
existen diferencias en el uso de codones preferidos por estas dos especies (Lloyd y
Sharp, 1992). El gen ATC1 de C. parapsilosis emplea 60 de los 61 codones posibles
(Tabla 111.1.) Ademas, se observa una clara tendencia en utilizar preferentemente los
codones que terminan en T o A (Tabla I11.1. subrayados en verde), tendencia descrita
para C. albicans (Odds, 1988). Segun el codigo genético universal, el codon CTG es
leido como leucina, pero en las especies de Candida, con la excepcion de C. glabrata y
C. krusei, dicho codon es leido como serina (Butler et al., 2009). En CpATC1 se
encuentran 5 codones CTG en las posiciones 1,973-2,021-2,123-3,846-3,938
(subrayados en azul en la Figura I11.2. y Figura 111.3.).
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Ser
Ser
Ser
Ser
Ser
Ser
Ser
Thr
Thr
Thr
Thr
Val
Vval
Vval
Vval
Trp
Tyr
Tyr
End
End
End

CTG*

GTG
GTA

TAT
TAC
TGA**
TAG**
TAA**
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Tabla 111.1 Utilizacion de codones del gen CpATC1. Numero de veces que aparece el codon
(N), porcentaje de aparicion de codones con respecto al total (%), frecuencia relativa del uso de
codones (FR), sustitucion de leucina por serina con respecto al codon universal (*amarillo),
codon stop (**). En verde se representan los codones preferidos por el género Candida y en
azul, la frecuencia de su uso en el gen CpATCL. El andlisis se realiz6 segun el programa www.b

ioinformatics.org/sms2/codon_usage.html.
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I11.3. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA PROTEICA Atclp.

El gen ATC1 codifica un polipéptido de 1,039 aminoéacidos (CpAtclp), con una
masa molecular tedrica de 116587,90 Da y un punto isoeléctrico tedrico de 5,45,
calculados ambos con el programa ProtParam (http://www.expasy.ch/cgi-
bin/protparam) (Bjellqvist et al., 1994). En el resto de la memoria y para simplificar, se
citard la proteina CpAtclp como Atclp. Sélo en caso de una posible confusion con las
proteinas homalogas de otras levaduras se empleara CpAtclp.

La secuencia de aminoacidos de la proteina se muestra en la Figura I11.3.A.
Hemos considerado, en base a las sefiales de inicio de la transcripcion y de las cajas
TATA, que la traduccion de la proteina se iniciaria en la tercera metionina (sefialada en

rojo en la secuencia de la Figura I11.3.A.).

Segun la prediccion del servidor SignalP del CBS (Center for Biological
Secuence Analysis) (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), que permite predecir las
secuencias mas probables que pueden actuar como péptido sefial y los sitios de corte del
mismo por la peptidasa sefial (Nielsen et al., 1997), se ha determinado que en Atclp
existirfa un posible punto de corte entre la Ala®® y la Phe?®, que definiria un péptido

sefial de 23 aminoécidos (sefialado en verde en la secuencia de la Figura 111.3.A).

Existe una region rica en residuos de serina y treonina que va desde las
posiciones 38-970, (sefialada en gris en la secuencia) y diecis€is posibles sitios de N-
glicosilacién, que en las proteinas de origen eucariota tiene lugar en la secuencia
tripeptidica Asn-X-Ser/Thr, donde X puede ser cualquier aminoacido menos Asp y Pro
(Gavel y Von Heijne 1990; Nilsson y Von Heijne 2000). Esta combinacién aparece en
las posiciones: (sefialados en amarillo en la secuencia Figura 111.3.A) 149- (NTT), 206
(NMS), 251 (Asn-Asp-Thr), 317 (NQT), 493 (NCT), 552 (NET), 562 (NLT), 622
(NIT), 631 (NSS), 790 (NHT), 796 (NIT), 865 (NIT), 883 (NTT), 892 (NDT), 907
(NIT), 998 (NTT) (Figura I1l.2.A). Estos datos se han obtenido comparando la
secuencia aminoacidica de Atclp con la base de datos de familias proteicas y dominios

PROSITE (http://www.expasy.ch/cgi-bin/scanprosite/).
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CpAtclp 1039res.

EpoIENNGIYHENSSRIKGIRRLFKDNKTYI I ANFITANEILEYSUHUENTRESEAFPEVL 60
PRAEKYTLEQTSDSNLGDFVNSFENKEIFSQVQFSEHAFYDRKMNVVGTIEYSKYNQFOK 120
QPYVANGYIGSRIPNLGHGFTYDQLTESPDSKKDDLYNGWPLFDKRFSGAFIAGFYDLQE 180
NTTGNNFPELLKNGYESVISAIPOWTTEKLAIQHGDKRYTEDPASPDGVGQITNYVONMS 240
LSTGIVTTQFTWEESLDVRYTVLAHRSEINLGLVKVDIKNKGNDTVEIDVIDELNFDTAQ 300
RCLLNLIGHDNSGIYVSFLPDNLDYISGAIYSTLHLDSVKRHSKNKKTNQTSLIRLHAQD 360
STQFGKTVGIVSTDLDPSKFKNSRDTLEFAKKVSQKFEYLDLVIKSHVRAWKELMGKQST 420
ITFPNDPLLDLGSKASVYHLLANTRPDAQGLTGALGVAGLSSDSYGGMVEWDTDFWMEFRA 480
ILALDPTHAKSIVNYRMHTHQQALKNTPQGYEGAAYPWTSGREGNCTATGPCLNYEYHIN 540
SAIAMAAWELYISGAVDDQYLESTVYPLISDAAKFYADYVTSYNETIDKFITSNLTDPDE 600
YANHVDNGAYTNAGIALLMNWINDIGDILGIKMPEIYTDISQKMYLPTADNSONITLEYS 660
GMNSSVGIKQADVVLMTYPLONSLVDDEQAYINMEFYSGKQVSYGPAMTFSIFSIVAANL 720
ATSGCASQSYLHKAMQPYLRGPFAQFSEQNNDNFKTNGGTHPAYPFLTAHGGFIQAVVNG 780
LTGLRHSYTIDNGKIRRSLFLDPIALPCLGDGVQYSGIHYDNHTISMNITGSTFVIRNEG 840
KTNKRANDYISITIADRNPGRGTYKLKDNEEKSFKLYQPSKIFEDSVSECGLATFYNITE 900
SAPGDSSFLINDGDNTTRWQVKYNDTTGKVEIDLHSIKNITGVVENWADKPPKKVKLLKY 960
MGTKFKDVTDFLAKVDEGNYVYKNYRFANPGEKLLNQSEVFENVYSDDVTINAPFSSKEL 1020

EEVIVPVRHNTTSWN INLQGRFLLEVDGIHNT IPIEDDYGGAKLAEVNFF - 1071
23 24 38 970
RidAddddaiddd hd
NH, COOH
S-S Glicohidro 65N S/T Glicohidro 65m

ProtScale output for user segquence

]
B T T Hphok. ~ Kute & Doolittle

Score
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Figura 111.3 A) Caracteristicas de la secuencia proteica Atclp. Secuencia (arriba) y esquema
(debajo) de la proteina Atclp, en los que se sefiala el posible péptido sefial (en verde en la
secuencia) y el sitio probable de corte del péptido sefial (8). También se sefiala una zona rica en
Ser y Thr (subrayado en gris en la secuencia y naranja en el esquema) y potenciales posiciones
de N-glicosilacion (subrayado en amarillo en la secuencia y puntos negros en el esquema). En la
secuencia se sefialan en azul las serinas, que para el caso de casi todas las especies de Candida,
el codon CTG es leido como serina en lugar de leucina. En el esquema se indican las regiones
de homologia con la familia glicosil hidrolasa de dominio  N-terminal
(Glicohidro 65N) y con la familia glicosil hidrolasa de dominio catalitico central (glicohidro 65
m). B) Perfil de hidrofobicidad de la proteina Atclp. Obtenido mediante el programa ProtSca
le Tool (http://www.expasy.ch/tools/pscale/Hphob.Doolittle.html) que representa la hidrofobi-
cidad de la secuencia proteica y permite predecir las regiones interiores y exteriores de la
proteina usando el método de Kyte y Doolittle. En ordenadas se representa el indice hidrofébico
de cada uno de los aminoacidos sefialados en abscisas. Por encima de la linea horizontal quedan
los dominios hidrofdbicos y por debajo de la linea quedan los dominios hidrofilicos.

91


http://www.expasy.ch/tools/pscale/Hphob.Doolittle.html

Resultados

El perfil hidropatico de la proteina Atclp, obtenido mediante el algoritmo de
Kyte y Doolittle (Kyte y Doolittle 1982), muestra una alternancia de dominios
hidrofobicos e hidrofilicos en el extremo aminoterminal, caracteristico de las secuencias
sefial de las proteinas cuyo destino final en la célula, implica la entrada en el lumen del

reticulo endoplasmico (Figura 111.3.B).

Para la blsqueda de motivos proteinicos en Atclp se empled el servidor
informéatico PSI-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST ), el cual revel6 una
elevada coincidencia en la zona N-terminal de Atclp, con la secuencia conservada de la
familia glicosil hidrolasa 65 N involucrando a los aminoacidos 87-342. La parte central
de la proteina esté relacionada con el dominio catalitico de la familia glicosil hidrolasa
65 m (aminoacidos 403-755) (sefialadas en marron en el esquema de la Figura I11.3.A).
A esta familia de glicosil hidrolasas (a/a)s pertenecen, entre otras enzimas, la trehalasa
acida vacuolar y la maltosa fosforilasa de Lactobacillus brevis (MPLb). Esta ultima
enzima dimérica (MPLD) esta cristalizada y se sabe que cataliza la conversion de
maltosa y fosfato inorganico en p—D-glucosa-1-fosfato y glucosa (Egloff et al., 2001).
El dominio central de esta enzima es el que presenta actividad catalitica, se une a un ion
fosfato y esta espacialmente proximo a un residuo de acido glutdmico muy conservado

en secuencias homdlogas.

La composicion de aminoacidos de Atclp, se detalla en la Tabla I11.2. Como se
puede observar, los aminoacidos mas representativos son cuatro: la leucina (8,6%),
serina (7,6%), treonina (7,1%) y asparagina (6,9%); datos obtenidos con el programa

ProtParam (http://www.expasy.ch/cgi-bin/protparam/) (Tabla I11.2.).
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Tabla. 111.2. Composicion de aminoécidos (aa) de la proteina Atclp. En rojo se sefialan los
aminoacidos mas representativos.

aa N° % aa N° %
Ala (A) 64 6,2 Leu (L) 89 8,6
Arg (R) 29 2,8 Lys (K) 61 59
Asn (N) 76 7,3 Met (M) 18 1,7
Asp (D) 72 6,9 Phe (F) 55 53
Cys (C) 6 06 Pro (P) 40 38
GIn (Q) 40 3,8 Ser (S) 79 7.6
Glu (E) 44 42 Thr (T) 74 71
Gly(G) 72 6,9 Trp (W) 12 1,2
His (H) 25 2,4 Tyr (Y) 57 55
e (I) 68 6,5 Val (V) 58 5,6

I11.4. MODELO DE HOMOLOGIA DE Atclp.

Con el objetivo de generar un modelo hipotético de homologia para la secuencia
Atclp de C. parapsilosis, se usé el servidor informatico Protein Homology/analogY
Recognition Engine V 2.0 (Kelley y Sternberg, 2009).

Para la generacion del modelo se utilizaron como moldes las estructuras
cristalizadas de la maltosa fosforilasa de Lactobacillus brevis (pdb:1H54) y el médulo
de unién a carbohidratos de Streptococcus pneumoniae (pdb:2J1R), ya que son los
mejores modelos disponibles en la base de datos (www.pdb.org).

Se obtuvo un modelo satisfactorio mediante superposicion (con una precision
estimada > 90%) que comprende un centro catalitico activo de la enzima (aminoacidos
400-600) y un mddulo accesorio de unién a carbohidratos en la region C-terminal
(aminoacidos 854 a 1,039) Figura I11.4.A.
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El analisis in silico de la hipotética estructura tridimensional de Atplp mediante
el servidor SSM (Krissinel y Henrick, 2004) muestra una enzima de plegamiento
helicoidal (a/a)s, tipico en la superfamilia de las glucosidasas (GH-L, M-GH vy el clan
GH-H) (Stam et al, 2005; Gibson et al, 2007). Esta estructura se asemeja de manera
global a las quitobiosa fosforilasas CH94 (Hidaka et al., 2004), glucoamilasas GH15
(Aleshin et al., 1994) y maltosa fosforilasas GH65 (Egloff et al., 2001). Todas estas
enzimas realizan la catalisis mediante la inversion de la configuracion anomérica.

La prediccion de la estructura tridimensional de Atplp nos muestra una
superposicion espacial satisfactoria entre Glu487 (MPLb), Glu570 (Atclp) y Glu568
(Atplp) y Asp359 (MPLb), Asp442 (Atclp) y Asp440 (Atplp) Figura 111.4.B

La alineacion estructural proporcionada por el servidor SSM, confirmé que estos
aminoacidos esenciales se encuentran en giros topoldgicamente idénticos. Por otra
parte, los aminoacidos Tyr352, Lys592 y Glu425 de la MPLb se superponen con
Tyr433, Lys637 y Glu504 en Atplp, respectivamente, lo que proporciona cadenas
laterales que puedan interactuar con los grupos hidroxilo del sustrato. EI aminoacido
Glu568 también se encuentra rodeado por un grupo de residuos hidrofobos que serian
buenos candidatos para la interaccion con las partes hidréfobas de la molécula de
trehalosa (Leu585, Lys637, Pro647 y Leu648). Mediante el servidor 3DLigand (Wass et
al., 2010) se detectd un sitio de union a Zn en la parte central de la proteina con la
participacion de los aminoacidos Lys637, Val670, Pro674, Met676, THr677 y Phe678.
Figura 111.4.C.

En la region C-terminal de la molécula se identificé un plegamiento en forma de
hojas-p que se asemeja a un dominio de union a carbohidratos como los propuestos por
Boraston et al., (2004). Estos mddulos de unién a carbohidratos (CBM) estan descritos
como accesorios no cataliticos de enzimas mas grandes dedicadas a la degradacion de
polisacéridos. Estos CBM se cree que son vitales para la enzima ya que permiten la
captacion y concentracion del sustrato (Bolam et al 1998) y asi mismo, en ocasiones,
participan en la presentacién del sustrato para la catalisis (Sakon et al. 1997).

La arquitectura del sitio de union de AtplCBM consiste en un entramado
altamente conservado, con variaciones de una estructura con ocho hojas-p (Figura
I11.4.D.). La hoja-B1 aparece fraccionada y unida mediante una pequefia seccion de
estructura en hélice-a.. Este plegamiento es caracteristico de la familia CBM. La

localizacion espacial de los aminoacidos Trp887, Trp915, Trpl002 en Atplp coincide
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con el sitio de unién caracteristico de los mddulos CBM32 previamente descritos
(Abbott et al., 2007).

Figura I11.4. Representacion esquematica de la estructura de Atclp de C. parapsilosis. A)
El diagrama de cintas representa: en azul se representa la zona N-terminal y en rojo la zona C-
terminal. Los residuos propuestos en el mecanismo de hidrdlisis (Asp440 y Glu568) se
muestran en la figura en modelo de cintas. La reproduccion total de la estructura fue generada
con el programa RasMol (Sayle & Milner-White, 1995). B) Observacion de los sitios activos
de Atclp. La superposicion de los sitios activos moleculares mas importantes de la maltosa
fosforilasa (LbMP) de L. brevis, C. parapsilosis y C. albicans. (se muestran en este orden de
arriba a abajo). La figura representa el mejor ajuste entre las tres estructuras. La figura se realizé
mediante el programa Swiss Pdb-viewer (Guex & Peitsch, 1997). C) Visualizacién en 3D
mediante el programa 3DLigandSite de la estructura de Atclp con el sitio de union para el Zn
(en azul). D) Modelo de homologia de la CBMAtplp de C. parapsilosis. Los residuos que se
proponen para participar en el sitio de union (Trp887, Trp915 y Trp1002) se indican en la figura
que se realiz6 mediante el programa Swiss Pdb-viewer (Guex & Peitsch, 1997).

95



Resultados

I11.5. INTERRUPCION DEL GEN ATC1.

Para abordar el estudio de la funcién de este gen en la biologia de
C. parapsilosis, se procedio a la delecion del mismo, empleando el sistema de
interrupciodn descrito por Butler et al., (2009) y basado en el sistema disefiado por Reuss
y colaboradores (2004).

Este sistema consiste en emplear un casete que contiene el gen marcador SAT1
(Streptotricin Acetil Transferasa), adaptado para C. parapsilosis (Ding y Butler, 2007),
que confiere resistencia a antibioticos tipo estreptotricina bajo el promotor constitutivo
del gen ACTL, y el gen FLP (gen que codifica para la proteina Flp o Flipasa) bajo el
promotor inducible del gen MALL.

Para realizar la interrupcion del gen ATC1, partimos de una cepa silvestre de
C. parapsilosis, procedente de un aislado clinico, cedido por el Dr. F. Odds de la

Universidad de Aberdeen y a la que citaremos como Cp, en el resto de la memoria.

I11.5.1. CONSTRUCCION DEL CASETE DE INTERRUPCION.

La primera etapa para la interrupcion del gen ATC1 consistio, en la construccion
de un plasmido, que contuviera el casete de disrupcion flanqueado por las dos
secuencias homdlogas al gen a interrumpir. Una primera secuencia de un tamafio de
621pb, situada en la zona 5’ del casete homoéloga a la zona de inicio del gen, la cual,
[lamaremos fragmento 1 o F1 y otra secuencia en la zona 3’ del casete homdloga a la
zona 3’ del gen, llamada fragmento 2 o F2 de un tamafo de 495 pb. Estas secuencias
permitiran la recombinacién homdloga en el genoma de C. parapsilosis, quedando por

tanto, el casete integrado en el locus de ATCL. (Figura 111.5.)

La construccién del casete se realizd en dos etapas, mediante la obtencion de
amplicones empleando ADN gendmico como molde. En el primer paso, se amplifico
por PCR un fragmento de 621 pb usando como molde el genoma de la cepa silvestre de
C. parapsilosis y los oligonucledticos FCpATC5’-5" (Tabla I1.4.), que contiene el sitio
de corte para la enzima de restriccion Kpnl, y el oligo RCpATC5’-3” (Tabla II.4.) con
sitio de corte para la enzima Apal. El resultado de esta PCR dio lugar al amplicon F1.
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Figura I11.5. Diagrama de la construccién del casete de interrupcién para el gen ATC1
utilizando el pldsmido pCD8. A) Plasmido pCD8 sin los fragmentos. B) Plasmido con el
fragmento 1 (F1) pResl. C) Plasmido con el fragmento 2 (F2) pRes12. D) Plasmido pRes12,

digerido con Kpnl y Sacl, enzimas que liberan el casete.
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A continuacidn se digirieron los plasmidos pClonjet-F1 y pCD8, con las mismas
enzimas de restriccion, Kpnl y Apal y se purifico el fragmento de 621 pb,
correspondiente al amplicon F1 y el plasmido pCD8 lineal. Tras la ligacion de los
fragmentos F1 y pCD8 lineal, se origino el plasmido al que Illamaremos pResl (Figura
[11.5.B.). Se realiz6 la comprobacion de los transformantes de E. coli mediante digestion
de pResl con las mismas enzimas y por PCR en la que se obtuvo un amplicon de
621pb.

Se realiz6 el mismo procedimiento para el plasmido pClonjet-F2, digestion de
ambos plasmidos pClonjet-F2 y pResl con las enzimas Sacll y Sacl, purificacion del
fragmento de 495 pb, ligacion de los fragmentos purificados y transformacion en E.
coli. El plasmido resultante se denomind pRes12 (Figura I11.5.C.). Se comprobé la
correcta sucesion de pasos de clonacion mediante la liberacion del casete de disrupcion
a partir del pRes12 por digestién con las enzimas Kpnl y Sacl, dando lugar a un
fragmento de 4,6 Kb (Figura 111.5.D.), que se empled posteriormente para la

transformacion de C. parapsilosis.

I11.5.2. OBTENCION DEL MUTANTE HOMOCIGOTICO PARA EL GEN
ATC1.

Una vez construido el casete de interrupcién, se procedio a transformar la cepa
silvestre de C. parapsilosis (Cp), tal y como se describe en el Apartado 11.5.2 de

Materiales y Métodos.

Para la transformacion se utilizaron entre 3 y 5 pg del casete lineal (Figura
[11.5.D.), obtenido mediante digestion con las enzimas Kpnl y Sacl del plasmido pRes12
(Figura I11.5.C.). Tras la primera transformacion, se obtuvo la disrupcion del primer
alelo, como consecuencia de la recombinacion homologa (Figura 111.6.).
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Figura 111.6. Esquema de disrupcion del primer alelo del gen ATCL.

La seleccion de los transformantes se realizd en medio YPD-NTC200 que
contiene una concentracion de nurseotricina de 200ug/ml (Figura 111.7.A.)

La correcta integracion del ADN lineal en el locus del gen ATC1, se verifico
mediante PCR de los transformantes (Materiales y Métodos 11.8). Para ello se utilizaron
dos parejas de oligonucle6tidos: But 237 y FCpATCbout, que son capaces de producir
amplificacion, sélo en el caso de que la integracion sea correcta, ya que corresponden
respectivamente a una secuencia del propio casete ya integrado y a otra secuencia del
gen ATC1 que no se ve alterada por el casete. Los 8 transformantes identificados tenian
el patron esperado, seleccionandose uno, al que se llamé ATC1-1. Posteriormente,
dicho transformante se sembré en medio YPM para que se expresara el gen FLP que se
encuentra en el casete de disrupcion ahora integrado en el locus ATC1 y asi, por la
accion de las flipasas proceder a la eliminacion del casete. Una alicuota del medio
YPM, se sembro en placas de YPD conteniendo una concentracion de nurseotricina de
10pg/ml en las que pudieron aislarse colonias sensibles a este antibidtico (caracterizadas
por tener un tamafio menor) (Figura I11.7.B.). Estas colonias corresponden a células con
el gen ATC1 interrumpido, sensibles a la nurseotricina ya que han eliminado el casete de
resistencia a dicho antibidtico y por tanto se obtuvo asi, el mutante heterocig6tico para

dicho gen de estudio y al que nombraremos como ATC1-2.
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Figura Il11.7. Fotografia de colonias obtenidas en placas YPD tras el proceso de
transformacion. A) Con las flechas se sefialan las colonias grandes capaces de crecer en YPD
con 200 pg/ml de nurseotricina, después del primer paso de transformacion; B) En la fotografia
se observan colonias de dos tamafios diferentes crecidas en YPD con 10 pg/ml de nurseotricina
después del cultivo en YPM, con las flechas se sefialan las colonias pequefias que han sido
capaces de eliminar el casete.

A partir de la cepa heterocigética (ATC1-2) se realizO una segunda
transformacion con el casete de disrupcion para obtener el mutante nulo para el gen
ATC1 (Figura 111.8.)

§ [EsEET

K B en ]

J—

ATCL-2' ATes-2?

ATC2-2" ATce-2?

[y
K sh sl

ATEL-2' ATce-2°

Figura I111.8. Esquema de disrupcion del segundo alelo del gen ATCL.

También se analizaron los transformantes mediante PCR, utilizando los mismos

oligonucleodtidos citados anteriormente y las colonias que resultaron ser positivas se
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cultivaron en medio YPM, posteriormente se plaquearon en placas de YPD con una
concentracion de nurseotricina de 10pg/ml, las colonias pequefias que crecieron eran
colonias sensibles a nurseotricina y correspondientes a mutantes homocigoticos (ATC1-
4).

Se obtuvo ADN gendmico de los transformantes seleccionados y se realiz6 una
PCR para comprobar que tuvieran disrupcionado los dos alelos del gen ATCL1. Los
oligonucleodtidos que se utilizaron en este caso fueron FCpATC5o0ut y RCpATC 5°-3°
(Tabla 11.4). La comprobacion por PCR conlleva un importante ahorro de tiempo, por lo
que la confirmacion posterior mediante Southern blot se realizd Unicamente a las

colonias que previamente habian dado positivo por PCR.

La correcta integracion en el locus del gen ATC1 se verificd mediante analisis
por Southern blot (Figura I11.9.). Para ello se obtuvo ADN gendmico de las 5 cepas;
silvestre (Cp), silvestre con un alelo disrupcionado y el casete (ATC1-1), mutante
heterocigotico (ATC1-2), mutante heterocigético con el otro alelo disrupcionado con el

casete (ATC1-3) y por ultimo el mutante homocigotico (ATC1-4).

Este ADN genomico se digirié con la enzima de restriccion BamHI. Para la
hibridacion se emple6 como sonda el amplicén F1 del gen, marcado con digoxigenina
(Apartado 11.11.2 Materiales y Métodos). El fragmento esperado para la cepa parental,
cuyo esquema se presenta en la Figura 111.9.A.1., tenia un tamafio de 8 kb, lo que se
correspondia a la banda detectada por Southern blot (Figura 111.9.B. Calle 1). El
fragmento esperado para la cepa silvestre con un alelo disrupcionado y el casete (ATC1-
1), presentaria la misma banda de 8 kb, correspondiente al alelo que permanece intacto
y ademas otra banda de 1,4 kb correspondiente al primer alelo interrumpido (Figura
111.9.A.2). De este modo se corrobor6 que la integracion del casete se habia producido
en uno de los alelos del locus correspondiente al gen ATC1 (Figura 111.9.B. calle 2).
Posteriormente se elimino el casete, obteniendo asi el mutante heterocigético para dicho
gen (ATC1-2), que presentaria la misma banda de 8 kb correspondiente al alelo intacto
y otra banda de aproximadamente 4,6 kb, correspondiente a la eliminacion del casete
(esquema en Figura 111.9.A.3; resultado en Figura I11.9.B. Calle 3). El mutante
heterocig6tico obtenido se utilizé para la disrupcion del segundo alelo del gen, el patron
de bandas esperado, no debia contener la banda de 8 kb, perteneciente al gen ATC1
pero si la de 1,4 KB correspondiente a la del segundo alelo disrupcionado con el casete
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integrado, ademas de la banda de 5 kb correspondiente a la del primer alelo

disrupcionado sin el casete (Figura 111.9.A.4.).

Los resultados obtenidos mediante Southern blot coincidieron con el patron de

bandas esperadas (Figura 111.9.B. Calle 4). Posteriormente el casete fue eliminado,

obteniendo asi el mutante homocigdtico (ATC1-4), que presentaria una sola banda de 5

kb (Figura 111.9.A.5), correspondiente a los dos alelos disrupcionados y sin el casete, lo

que se corresponde a la banda detectada por Southern blot (Figura 111.9.B. Calle 5).
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Figura 111.9. Verificacion de la integracion de ADN en el locus del gen ATC1 en las
diferentes cepas de C. parapsilosis. Esquema de la composicion de los fragmentos de digestion
del ADN gendmico con BamHI (A) y analisis por Southern blot con la sonda F1 del gen ATC1
(B) de las cepas de C. parapsilosis: (Cp) (1), ATC1-1 (2), ATC1-2 (3), ATC1-3 (4) y ATC1-4

(®).
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I11.6. REINTEGRACION DEL GEN ATC1 EN EL MUTANTE NULO.

Con el fin de evaluar, si los efectos fenotipicos observados en los estudios
posteriores con el mutante homocigdtico (ATC1-4), eran debidos realmente a la
carencia de la proteina Atclp nativa en la célula, se procedio a reintroducir una copia
del gen ATC1 en el mutante nulo. ElI primer paso para la reintegracion fue la
amplificacion mediante PCR de gen ATC1, utilizando como molde ADN gendmico de
la cepa silvestre de C. parapsilosis y empleando los oligonucledtidos FCpATC5’-5" y
RCpATC3’-3” (Tabla II.4.). Se obtuvo un amplicon de 3,216 pb de tamafio que se
secuencid y subclond para posteriormente transformar en la cepa mutante carente de
dicho gen. Los transformantes se seleccionaron en placas de YNB conteniendo
trehalosa como fuente de carbono, permitiendo asi, el crecimiento Unicamente de las
colonias gue habian incorporado el gen ATC1, actuando en este caso como marcador de
seleccion.

Las transformantes que crecieron se comprobaron mediante PCR, empleando los
oligonuclettidos FCpATC5-5 y el RCpATC-central, este ultimo amplifica una
secuencia interna del gen ATC1 (ausente en el mutante ATC1-4) (Figura 111.10.). Se
obtuvieron 3 positivos de las 8 colonias analizadas. De las tres colonias positivas se
eligid una para posteriores estudios.

1 2 3 45 6 7 8 9

1.2Kb =

Figura 111.10. Analisis de los transformantes por PCR de ADN gendémico. La calle 1
corresponde al control positivo, para el cual se utiliz6 ADN genomico de la cepa silvestre (Cp).
Las calles 2-9 corresponden a las 8 colonias transformadas, de las cuales solo tres, fueron
positivas (calles 3, 4, 5) usando el par de oligonucleétidos FCpATC5-5 y el oligo RCpATC-
central. La banda esperada fue de un tamafio de aproximadamente 1,200 pb.
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I11.7. INTERRUPCION DEL GEN NTC1 SOBRE EL FONDO DEL MUTANTE
NULO (atcl/atcl).

En C. albicans ha sido descrito un unico gen, NTC1, que codifica una proteina
con actividad trehalasa neutra, encargada de la hidrdlisis de la trehalosa citosolica en
dicha levadura (Eck et al., 1997). Hasta el momento no existe evidencia de un mutante
doble para ambas enzimas (neutra y acida), por ello consideramos interesante la
delecion del gen NTC1 de C. parapsilosis sobre un fondo carente del gen ATC1 y asi
abordar desde otra perspectiva, el posible papel de dichas enzimas en el metabolismo de
la trehalosa en C. parapsilosis.

Una vez obtenido el mutante nulo para el gen ATC1, se procedié a un nuevo
rastreo en la base de datos del genoma de C. parapsilosis, con el objetivo de identificar
el gen NTC1 que codifica para la enzima trehalasa neutra, usando como modelo la
secuencia nucleotidica de la trehalasa neutra de C. albicans (CaNTC1). Como resultado,
se identifico en el contig 005807, una secuencia nucleotidica, que presentaba una
homologia del 72% con el gen NTC1 de C. albicans. Dicha secuencia nucleotidica puso
de manifiesto una Unica fase de lectura abierta de 2,712 nucledétidos.

La estrategia seguida para la disrupcion del gen NTCL1, fue la ya descrita por
Butler et al., 2009, y que ha sido detallada con anterioridad en esta memoria (Apartado
111.5.1).

111.7.1. CONSTRUCCION DEL CASETE DE INTERRUPCION.

Siguiendo el mismo procedimiento empleado para el gen ATC1, primeramente
se realizo la construccidn del casete de disrupcion, para ello, se amplifico6 mediante PCR
un fragmento que comprendia una zona anterior al marco abierto de lectura del gen y el
inicio del mismo, introduciendo dos secuencias que fueran reconocidas por las enzimas
de restriccién Kpnl y Apal en el extremo 5°. Para este primer paso, se utiliz6 como
ADN molde, el genoma de la cepa silvestre C. parapsilosis y los oligonucle6tidos;
FCpNTC5’-5" que contiene el sitio de restriccion para la enzima Kpnl, y el
oligonucleotido RCpNTC5"-3" con sitio de corte para la enzima Apal (Tabla 111.4). El
resultado de esta PCR dio lugar a un amplicon de tamafio de 562 pb, al que se le
denomino F1 (Figura I11.11.A).
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En un segundo paso, se amplifico por PCR un fragmento correspondiente a la
zona 3'del gen a interrumpir, mediante el empleo del mismo ADN molde y los
oligonucleotidos; FCpNTC3"-5" con el sitio de corte para la enzima Sacl y RCpNTC 3’-
3", con sitio de corte para la enzima Sacll (Tabla 111.4.), obteniendo un producto de PCR
de 490 pb, al cual, se le denomino F2 (Figura 111.11.A.).

A RCPNTCS3 (3071) FCPNTC35 (5839)
F1 F2
FCPNTCS5 (2531) CPNTC RCpNTC33 (6308)

| P

2.712pb

NTC (Cparapsilosis)
9360 bp

Kpnl (658)

B CloR ) // FI-NTC
/ vl 226)
4 A FRT

g

\ \~_CpMAL2prom

pCD8-NTC
7862 bp
5(101(5222)/9\
F2
Sacll (4725)\/// Vn o
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Apa 1(574) ACT1prom FRT
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Figura I11.11. A) Mapa fisico del fragmento que contiene el gen NTC1 de C. parapsilosis.
Se sefialan los cebadores utilizados para amplificar las distintas zonas representadas como F1 y
F2 que corresponden a la zona 5y 3"del gen NTC1. B) Plasmido pCD8 con los fragmentos F1 y
F2 integrados. C) Casete de disrupcion obtenido de la digestion del plasmido pCD8 con las
enzimas Kpnl y Sacl.
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A continuacion, ambos fragmentos se subclonaron cada uno, en el plasmido
comercial pCloneJet (Fementas), originando asi los plasmidos pClonjet-F1 y pClonjet-
F2, posteriormente dichos fragmentos fueron digeridos, ligados y clonados en el vector
final pCD8 (Figura I11.11.B.), siguiendo la misma estrategia comentada para el gen
ATC1 (Apartado 111.4.1.).

Una vez clonado ambos fragmentos: F1 y F2 en el plasmido pCD8, el plasmido
resultante fue digerido con las enzimas Kpnl y Sacll obteniendo asi, el casete de
disrupcion de 4,5 kb empleado para la posterior disrupcién del gen NTC1 (Figura
11.11.C.).

111.7.2. OBTENCION DEL MUTANTE DOBLE PARA EL GEN NTC1y ATC1.

Una vez construido el casete de interrupcion, se procedié a transformar en la
cepa mutante carente del gen ATC1 (ATC1-4), tal y como se describe en el Apartado
11.5.2. de Materiales y Métodos. Para dicha transformacion, se utilizaron entre 3y 5 ug
del casete lineal (Figura I11.11.C.). La seleccion de los transformantes que habian
incorporado el casete, se llevd a cabo en medio YPD-NTC200, siguiendo el mismo
procedimiento que para el gen ATC1 (111.5.2.). Se analizaron siete transformantes, de los
cuales tres parecian haber incorporado el inserto en el locus de NTC1. La comprobacién
de la correcta integracion del casete en el locus NTC1, se realiz6 mediante el analisis de
dichos transformantes por PCR, utilizando dos parejas de oligonucleétidos: FSATS y
RCpNTC3-59, capaces de producir amplificacién, sélo en el caso de que la integracion
sea correcta, ya que corresponden respectivamente a una secuencia del gen SAT del
propio casete ya integrado y a otra secuencia del gen NTC1 que no se ve alterada por el
casete (Figura 111.12.A). Los fragmentos amplificados esperados eran de 1,304pb,
solamente tres transformantes tuvieron el patron esperado, se selecciond la colonia n° 6,
a la que se denomino NATC1-1 (Figura 11.12.C).

Posteriormente, dicho transformante se sembré en medio YPM con la finalidad
de expresar el gen FLP y asi por la accion de las flipasas, proceder a la eliminacion del
casete. A continuacion, una alicuota del medio YPM, se sembro en placas de YPD
conteniendo una concentracion de nurseotricina de 10ug/ml, en las que pudieron
aislarse colonias sensibles, que corresponderian a células con el gen NTC1

interrumpido, sensibles a la nurseotricina y por tanto obtendriamos asi, el mutante
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heterocigotico para dicho gen de estudio y al que nombraremos como NATC1-2. Se
seleccionaron dos colonias de las cuales solamente una, habia eliminado el casete de
nurseotricina. La comprobacion de la eliminacion del casete se realiz6 mediante dos
PCRs, en una primera, se utilizé la pareja de oligonucleotidos: FSAT5 y RCpNTC3-59,
esta PCR resultaria negativa, si efectivamente los transformantes seleccionados, han
eliminado el casete, si no fuera asi, el resultado seria un amplicon de tamafio 1,304pb.
Como control negativo de la PCR (C-) se utilizo ADN gendmico de la cepa silvestre de
C. parapsilosis y como control positivo de la PCR (C+) se utilizo ADN gendémico del
mutante (NATC1-1). Como se puede observar en la Figura 111.12.D, para ambos
transformantes n° 8 y n® 9 esta primera PCR fue negativa, lo cual, nos haria sospechar
que posiblemente hubieran eliminado el casete, pero para mayor seguridad se realizo
otra segunda PCR de comprobacion, empleando la pareja de oligonucledtidos
FCpPNTC5’-5" y RCpNTC 3°-3", los cuales, si el casete se ha eliminado correctamente
se obtiene un amplicon de 1,135pb. La PCR de dichos transformantes n°8 y n°9
solamente fue positiva para la colonia n°9, por tanto, obtendriamos asi el mutante
heterocigotico para el gen NTC1 (NATC1-2) (Figura 111.12.B. y D).

A partir de la cepa heterocigotica (NATC1-2) se realiz6 una segunda
transformacion con el casete de disrupcion, para asi obtener el mutante homocigotico
para el gen NTC1. Se sigui6 el mismo procedimiento anterior, los transformantes
obtenidos se analizaron mediante dos PCR, utilizando primeramente los cebadores
FSAT5 y RCpNTC3-59, y en una segunda PCR los cebadores FCpNTC5™-5" vy
RCpNTC 3"-3"(Tabla 11.4.) y finalmente la colonia que resulto ser positiva y a la que se
denomino NATC1-3, se cultivé en YPM a 30°C durante dos dias para eliminar el casete.
Posteriormente, dicha alicuota se plaque6 en placas de YPD conteniendo una dosis de
nurseotricina de 10 pg/ml y se incubaron a 30°C durante 48h. Se seleccionaron 6
colonias pequefias sensibles a dicho antibidtico y la eliminacion correcta del casete se
comprob6 mediante una RT-PCR.
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Figura 111.12. Comprobacion de la disrupcion del gen NTC1. A) Mapa fisico del gen NTC1
conteniendo el casete de nurseotricina. Se sefialan los oligonucle6tidos (FSAT5 y RCpNTC3-
59) utilizados para la comprobacion de la integracion del casete en el locus correspondiente del
gen. B) Mapa fisico una vez disrupcionado el gen. Se sefialan los oligonucleétidos (FCpNTC5' -
5 y RCpNTC 3°-3") utilizados para la comprobacion de la eliminacion del casete. C)
Comprobacion de la interrupcién del primer alelo del gen NTC1 mediante PCR, de los siete
transformantes obtenidos. Los oligonucleétidos FSATS y RCpNTC3-59 fueron empleados para
detectar la correcta integracion del casete en el locus NTC1, mediante amplificacion de una
banda de 1,304 pb D) Analisis por PCR de la eliminacion del casete en la primera ronda de
transformacién, de los dos transformantes seleccionados. Se realizaron dos PCRs, utilizando en
una primera los oligonucleétidos: FSAT5 y RCpNTC3-59, cuyo resultado es un amplicon de
1,304 pb y en otra PCR, los oligonucle6tidos: FCpNTC5"-5" y RCpNTC 3"-3" que dan lugar a
un amplicon de 1,135 pb E) Mapa fisico donde se muestra el gen NTC1 completo y los
oligonucledtidos disefiados para la RT-PCR (RT-FCpNTC5 y RT-FCpNTC3). F) RT-PCR de
los ADNc de las cepas silvestre (Cp), mutante heterocigético (NATC1-2) y homocigo6tico
(NATC1-4) de C. parapsilosis. Se utilizaron los oligonucleétidos: RT-FCpNTC5 y RT-
FCpNTCS3, originando un amplicén de tamafio 755 pb.
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Para la realizacion de la RT-PCR, primeramente se obtuvo ARN total de los 6
transformantes obtenidos, tal y como se describe en el Apartado 11.10 de Materiales y
Métodos. Una vez obtenido el ARN total, el ADNCc se sintetiz0 a partir de 6 pg de ARN
total obtenido. Este ADNCc se cuantifico y 1 pug del mismo se emple6 como molde para
la reaccion de PCR (Apartado 11.8.3. de Materiales y Métodos). La RT-PCR se realizd
utilizando los oligonucleétidos: RT-FCpNTC5 y RT-FCpNTC3, ambos cebadores estan
disefiados de tal manera que amplifican una region corta dentro del gen NTC1 de un
tamafo de 755 pb (Figura I11.12.E.). Como control positivo de la extraccion del ARN,
se utilizd la pareja de oligonucledtidos especificos del gen RPSO (ISARPS5C e
ISARPS3C), dichos cebadores amplifican Unicamente un fragmento de 277 pb en
ausencia de contaminacion con ADN gendmico, pero si existe contaminacion por
ADNg, aparece una banda de 580pb, esto es debido, a que el gen RPSO contiene un
intrén lo que nos permite detectar contaminaciones de ADN gendmico en el ARN
utilizado, en el caso de obtener amplificados.

Como resultado del analisis de los seis transformantes seleccionados, solamente
en uno, no se detectd presencia de ARNm del gen NTC1, confirmandonos asi, la
obtencion del mutante nulo para dicho gen y al que nombramos como ntcl. Para dicha
cepa no se obtuvo ARNm del gen NTC1, ya que la célula al carecer del gen NTC1 fue
incapaz de sintetizar la proteina correspondiente, a pesar de que la extraccion del ARN
total de esta, habia sido eficiente, ya que si se encontr6 ARNm del gen ISARP empleado
como control (Figura 111.12.F.). Adicionalmente, también se obtuvo ARN total de la
cepa silvestre (Cp) y del mutante heterocigético (NATC1-2) y se realiz6 una RT-PCR
para comprobar nuevamente la correcta interrupcion del mutante heterocig6tico (Figura
[11.12.F.). Con esta RT-PCR qued6 demostrada la correcta disrupcion del gen NTC1 en
el mutante nulo (NATC1-4), obteniendo asi el mutante doble para ambas trehalasas
(&cida y neutra).

El anélisis fenotipico del mutante doble no se pudo abordar debido al limitado
tiempo, ya que fue obtenido en la parte final experimental de la presente Memoria. Las
lineas de trabajo futuro que se nos plantean, seran, las de caracterizar este doble mutante
para ambas trehalasas, con la finalidad de completar el estudio de las enzimas con
actividad trehalasa y del contenido intracelular de trehalosa y asi poder esclarecer la
posible funcion de este disacarido en la fisiologia de C. parapsilosis.
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I11.8. ANALISIS DEL CICLO DE CRECIMIENTO EN MEDIOS CON
DISTINTAS FUENTES DE CARBONO.

Con objeto de analizar las consecuencias fenotipicas que provoca la ausencia del
gen ATC1 funcional en la fisiologia de C. parapsilosis, se realizd una cinética de
crecimiento en medio rico (YPD) liquido (turbidimetria), para verificar posibles
alteraciones del crecimiento poblacional. Este experimento se llevo a cabo partiendo de
blastoconidios cultivados en YPD liquido a 30° C, tal y como se describe en el Apartado
I1.1.1 de Materiales y Métodos. Las muestras fueron recogidas y procesadas; el

crecimiento se monitorizé durante un intervalo de 12 horas.

Como se observa en la Figura 111.13., no se registraron diferencias significativas
entre la absorbancia medida en la cepa silvestre (Cp) y el mutante nulo isogénico
(atcl/atcl), ambas alcanzaron estado estacionario tras 11lh de cultivo. Estos datos
indican que la doble interrupcion del gen ATC1 no afecta significativamente el
crecimiento celular en medios ricos conteniendo glucosa, siendo dispensable para el
crecimiento de C. parapsilosis en las condiciones ensayadas (Figura 111.13.). La
observacion por microscopia de contraste de fases de la morfologia celular tampoco
permitio apreciar ninguna alteracion evidente entre las células parentales (Cp) vy

mutantes (atcl).

Para complementar este estudio, se verificd en paralelo si la actividad Atclp
desempefiaba algun papel fisiolégico en la utilizacién de otras fuentes de carbono
alternativas a glucosa. A tal fin, las dos cepas se crecieron en medio liquido limitante en
nutrientes (YNB) suplementado con los siguientes azlcares al 2%: glucosa, sacarosa,
trehalosa y lactosa (Figura I11.14.). La utilizacion de YNB permite asegurar que el
crecimiento observado dependera principalmente de la fuente de carbono suministrada y

no sera debido a la complejidad nutricional de un medio rico (YPD).

Los dos tipos celulares cultivados en YNB-glucosa, mostraron esencialmente la
misma tasa de crecimiento (Figura Il11.14.A.), datos coincidentes con los expuestos
anteriormente (Figura 111.13.). Asimismo, en YNB-sacarosa (Figura 111.14.B.), tampoco
se detectaron diferencias significativas. Sin embargo, no ocurre lo mismo cuando el
disacérido utilizado fue trehalosa (Figura 111.14.C.). La cepa carente del gen ATC1

presentd serias limitaciones para crecer en medio YNB-trehalosa; sugiriendo su
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incapacidad para metabolizar la trehalosa exdgena. Por su parte, la cepa parental (Cp)
manifestd un crecimiento normal en estas condiciones (Figura Ill. 14.C.). En cuanto al
crecimiento en YNB-lactosa, se puede comprobar que ambas cepas mostraron cierta
dificultad para crecer, manifestando el mutante atcl/atcl nulo, un crecimiento
ligeramente retardado en comparacion con la cepa parental (Cp) (Figura 111.14.D.). En
consecuencia, la doble interrupcion del gen ATC1 no parece alterar el crecimiento
celular en medios suplementados con mono y disacaridos, excepto cuando el azucar

escogido es trehalosa y, probablemente, lactosa.

—-— Cp
87 = atcl/atcl
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Figura 111.13. Curva de crecimiento en medio rico (YPD) de la cepa silvestre (Cp) y el
mutante homocigético isogénico (atcl/atcl) de C. parapsilosis. Se partié de una D.O.g00nm =
0,2 y las muestras fueron recogidas a intervalos de una hora durante las 12 primeras horas de
incubacion a 30°C. El ensayo se repitio tres veces con resultados consistentes, se muestran los
datos de un experimento significativo.
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Figura 111.14. Curva de crecimiento de la cepa silvestre (Cp) y el mutante homocigético
(atcl) de C. parapsilosis, en medio minimo (YNB) con los siguientes aztcares como fuente
de carbono: glucosa (A), sacarosa (B), trehalosa (C) y lactosa (D). Las muestras fueron
recogidas a intervalos de una hora durante las 6 primeras horas de incubacién a 30°C. La
densidad optica inicial del cultivo fue de D.O.go0nm = 0,15. El ensayo se repiti6 tres veces con
resultados consistentes, se muestran los datos de un experimento significativo.

111.9. EL MUTANTE NULO NO CRECE SOBRE TREHALOSA COMO
FUENTE DE CARBONO.

En la levadura patdgena oportunista Candida albicans, la carencia del gen ATC1
causa incapacidad para utilizar trehalosa exogena, debido a la pérdida de actividad
trehalasa acida, dentro de los niveles de deteccion del ensayo enzimatico (Pedrefio et al.,
2004). Por ello, quisimos comprobar si la delecion del gen ortdlogo ATC1 en la
levadura C. parapsilosis, considerada como un patdgeno emergente, mostraba el mismo
tipo de comportamiento respecto a la trehalosa disponible. A tal fin, se empled el mismo
medio de cultivo (YPD) que en los ensayos de C. albicans, con objeto de verificar los

resultados expuestos en el Apartado 111.8.
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Como muestra la Figura 111.15., las siguientes cepas de C. parapsilosis: parental
(Cp), heterocigética (ATCl/atcl) y homocigédtica (atcl/atcl), no manifestaron
diferencias en su cinética de crecimiento, cuando se crecieron en placas que contenian
YNB con glucosa. Sin embargo, cuando se sembraron en el mismo medio minimo YNB
solido que contenia trehalosa como Unica fuente de carbono, el crecimiento del mutante
nulo (atcl/atcl) se vio afectado significativamente, observaciones coincidentes con

nuestros resultados previos en C. albicans (Pedrefio et al., 2004).

ATCl/atcl — atcl/atcl | ATCl/atcl Y icl/atcl

Figura 111.15. Determinacién del crecimiento de C. parapsilosis en funcién de la fuente de
carbono. A) Células de la cepa parental de C. parapsilosis (Cp) y de los mutantes
heterocig6tico (ATC1/atcl) y homocig6tico (atcl/atcl) se sembraron en medio minimo sélido
(YNB) conteniendo glucosa B) y las mismas cepas crecidas en YNB con trehalosa como fuente
de carbono. A continuacidn, se incubaron durante 48h a 30° C y fueron fotografiadas.

Ademas de esta prueba, se practico otra comprobacion adicional para demostrar
que la ausencia de una trehalasa &cida funcional, imposibilita la utilizacion de trehalosa
exogena en C. parapsilosis. Para ello, se realiz6 un ensayo visual de crecimiento
mediante deteccion colorimétrica, empleando el test comercial “Rapid Trehalose
Assimilation Broth” (REMEL), que contiene medio YNB (Yeast Nitrogen Base)
suplementado con trehalosa al 4% y verde de bromocresol al 8% como indicador del

color de pH, que vira a amarillo en condiciones acidas.

Como se puede observar en la Figura I11.16., cuando se inocul6 la cepa parental,
al cabo de 24 h de incubacién a 37°C, se produjo un viraje en el color de azul a amarillo
por la acidificacion del medio de cultivo, debido al consumo de trehalosa y el
consiguiente crecimiento celular. Por el contrario, tras inocular el mutante nulo
(atcl/atcl), no se observO ningun cambio de color, permaneciendo intacto el azul

original, indicativo de crecimiento negativo ante la incapacidad de utilizar trehalosa. Por

114



Resultados

tanto, queda confirmado que el fenotipo del mutante homocigético para el gen ATC1 en

C. parapsilosis es idéntico al desarrollado en C. albicans.

Figura 111.16. Determinacién colorimétrica de la utilizacion de trehalosa exdgena y
crecimiento celular en C. parapsilosis mediante viraje del pH. Células de la cepa silvestre y
de los mutantes heterocigético y homocigético para el gen CpATC1 fueron sembradas en tubos
del ensayo comercial “Rapid Trehalose Assimilation Broth” (REMEL), que contiene medio
minimo YNB con trehalosa (4%) como Unica fuente de carbono, siendo incubados durante 24 h
a 37° C. Se produce un cambio de color de azul a amarillo (pH &cido) cuando ocurre hidrolisis
de trehalosa y crecimiento celular (el indicador es verde de bromocresol, al 8%).

111.10. PAPEL FUNCIONAL DEL GEN ATC1 EN RESPUESTA A ESTRES
OXIDATIVO, SALINO Y TERMICO.

Las levaduras representan un modelo ideal para el estudio de las respuestas
defensivas celulares frente a diversos tipos de estrés nutricional y fisioldgico. Trabajos
previos de varios grupos, incluido el nuestro, han demostrado que en estos eucariotas
inferiores, la acumulacion del disacarido trehalosa, desempefia una funcion defensiva
esencial frente a determinadas situaciones de agresiébn ambiental, caso del estrés
oxidativo, el choque térmico, la deshidratacién, el ayuno prolongado de nutrientes o la
exposicion a sustancias toxicas (Wiemken 1990; Thevelein, 1996; Estruch, 2000;
Arglelles, 2000). Por todo ello, propusimos como uno de nuestros objetivos,
profundizar en la investigacion sobre la posible funcion de la trehalosa como protector
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celular en la levadura C. parapsilosis, usando a tal efecto, las cepas previamente
obtenidas, con alteracion en el gen ATC1, implicado en la hidrolisis del disacérido.

Inicialmente, se planted estudiar si la ausencia de dicho gen podia modificar de
forma significativa la resistencia de este patdgeno al estrés inducido por diversos
tratamientos, puesto que al carecer de actividad trehalasa acida, el metabolismo de la

trehalosa se veria tedricamente afectado.

El analisis de la sensibilidad a estrés oxidativo, térmico y salino en las cepas
objeto de estudio, se llevd a cabo en las condiciones previamente establecidas en
nuestro laboratorio (Argiielles, 2000; Alvarez-Peral et al., 2002; Gonzalez-Parraga
et al., 2008). En estos experimentos, los cultivos fueron incubados a 30° C en medio
YPD liquido y las muestras correspondientes se recogieron en fase exponencial
(D.O.600nm = 1,0-1,2). Una vez alcanzada la fase exponencial, se practicaron diluciones
decimales de cada muestra (desde 10% hasta 10°) y se sembraron 5 pul de cada dilucion
sobre medio sélido YPD conteniendo el agente inductor de estrés. Las condiciones de
estrés aplicadas en las placas fueron las siguientes: estrés oxidativo suave y agudo con
peréxido de hidrégeno (5 mM y 50 mM H,0,), choque osmético con NaCl 1,2 M y
choque térmico (42° C), para este Gltimo tratamiento, la placa se dejo durante 1 hora a
42°C, posteriormente, todas las placas fueron incubadas a 30° C durante 48 horas e
inmediatamente fotografiadas (Apartado 11.15.2. de Materiales y Métodos).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 111.17. Como se puede
comprobar en el ensayo control mantenido a 30°C y, en consonancia con las medidas
turbidimétricas realizadas en YPD liquido (Figura 111.13.) no parecen existir diferencias
significativas en la tasa de crecimiento celular entre ambas cepas, ya que los dos tipos
presentan un numero similar de macrocolonias. No obstante, cuando se analizd la
respuesta (medida como nimero de viables) frente a los distintos tipos de estrés
aplicado, si se observd una marcada resistencia en el caso del mutante homocigético
(atcl/atcl), frente a una exposicion oxidativa potencialmente letal (50mM H,0,),
ademas de mostrar también una ligera resistencia superior cuando se sometié a choque
térmico (42°C) (Figura 111.17.).

C. parapsilosis tolera bien concentraciones de H,O; en el intervalo comprendido

entre 10mM y 50 mM, muy similares a las dosis experimentales probadas en
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C. albicans (Jamieson et al., 1996; Alvarez-Peral et al., 2002; Alonso-Monge et al.,
2003), pero en fuerte contraste con la levadura de gemacién S. cerevisiae, que ofrece
una marcada sensibilidad frente a los agentes oxidantes, comportandose como muy
sensible en niveles relativamente suaves de 1-5 mM de H,0O, (Pedrefio et al., 2002).
Esta distinta susceptibilidad podria reflejar tanto el diferente habitat natural como la
distinta actividad bioldgica ejercida por estas dos levaduras (Gonzélez-Péarraga et al.,
2008)

Respecto al choque osmotico con NaCl, se aplic una concentracion de 1,2 M
NaCl, ya que las especies de Candida mas tolerantes crecen sin dificultad hasta un
rango de 3-4 M NaCl (Hohmann y Mager, 2003). De acuerdo con los datos presentados
en la Figura I11.17., este tratamiento no afectd al crecimiento de ninguna de las cepas

probadas, ya que el resultado fue muy similar al control.

H 202

Control

Figura I11.17. Andlisis de la sensibilidad en placa mostrada por el mutante homocigético
(atcl/atcl) de C. parapsilosis y la cepa parental (Cp) frente a distintos tratamientos de
estrés. A partir de cultivos exponenciales crecidos en YPD; se obtuvieron muestras procesadas
como se indica en el Apartado 11.15. Se hicieron diluciones decimales y se tomaron 5ul de cada
dilucion, que fueron sembradas sobre YPD sélido conteniendo el agente estresante.
Posteriormente, se incubaron a 30° C durante 48 horas antes de ser fotografiadas.

Cuando se practicd un analisis cuantitativo de la viabilidad celular de cultivos
crecidos exponencialmente en medio YPD liquido, se observd que la adicion de

concentraciones suaves de H,O, (5mM) causé una pérdida moderada de supervivencia,
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que fue ligeramente mayor en la cepa parental (Figura 111.18). Sin embargo, al exponer
muestras equivalentes a una concentracion oxidativa severa (50 mM H,0,), el grado de
viabilidad se vio reducido drasticamente, sobre todo, para el caso de células silvestres.
Datos coincidentes con las medidas de sensibilidad en placa (Figura 111.17.), donde
concentraciones potencialmente letales de peroxido de hidrdégeno inducian un nivel
inferior de crecimiento colonial, m&s marcado en el caso de la cepa parental. Por el
contrario, la viabilidad obtenida tras exposicion a choque osmotico (1,2 M NaCl), no
concuerda con los resultados anteriores (Figura I11.17.), ya que se produce una
disminucion considerable de la supervivencia de ambas cepas (Figura 111.18.). Por su
parte, el estrés térmico (42°C), fue, el que permitié recuperar un mayor porcentaje de
viabilidad celular (Figura 111.18.). Debemos resaltar que, en todos los casos, el mutante
nulo (atcl/atcl) siempre fue el que exhibidé un nivel mas alto de supervivencia, en

comparacion con su cepa parental (Cp).

Cp
atcl/atcl

107 ufc/ml

Figura 111.18. Determinacién del grado de viabilidad celular en medio YPD liquido en
respuesta a los siguientes tratamientos: estrés oxidativo por exposicion a dos
concentraciones de H,O, (5mM y 50mM), estrés salino con NaCl 1,2 M y choque térmico a
42°C, de la cepa parental (Cp) de C. parapsilosis y del mutante isogénico (atcl/atcl)
interrumpido en el gen ATC1. Los cultivos se incubaron a 30° C en YPD y se recogieron en
fase exponencial (D.O.g00nm = 1,0-1,2). A continuacion se sometieron al estrés indicado durante
una hora, manteniendo un control a 30°C sin tratamiento. El experimento fue repetido dos veces
por duplicado con resultados consistentes y los valores mostrados corresponden a la media méas
la desviacion estandar obtenida. Las diferencias entre las medias con respecto a ambas cepas
fueron significativas a P<0,05 (*), segun la aplicacion del test t de Student.
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111.10.1. CONTENIDO INTRACELULAR DE TREHALOSA, GLICEROL Y D-
ARABITOL EN RESPUESTA A ESTRES OXIDATIVO, SALINO Y TERMICO.

Simultaneamente a las medidas de viabilidad celular, en los mismos cultivos
sometidos a estrés se valoro el contenido endogeno de trehalosa y de los polioles
glicerol y D-arabitol, cuya implicacion en los mecanismos defensivos de C. albicans ha
sido previamente sugerida (Kayingo y Wong, 2005; Li et al., 2009). En estos ensayos se
siguio el protocolo general empleado para medir la supervivencia celular frente a estrés
(Apartado 11.20). EI contenido de trehalosa enddégena se determind por dos
procedimientos independientes: mediante determinacion enziméatica y mediante analisis
por HPLC (Apartado 11.19), a fin de correlacionar la validez de ambos métodos. En
cambio, el resto de metabolitos (glicerol y D-arabitol) fueron medidos exclusivamente
mediante analisis por HPLC.

Los resultados correspondientes a la valoracion enzimética de trehalosa
enddgena se recogen en la Tabla I11. 3. El nivel basal del disacarido en fase exponencial
fue muy bajo en ambas cepas a 30°C. Sin embargo, cuando muestras idénticas se
sometieron a un estrés térmico a 42°C, se produjo un incremento muy significativo en la
concentracion de la trehalosa enddgena (Tabla I111.3). Es importante destacar que el
mutante nulo (atcl) presentd una mayor acumulacion del disacarido tras la aplicacion
del estrés térmico, lo cual, es consistente con su mejor supervivencia en medio liquido
(Figura 111.18.). Por el contrario, dicho mutante mostré un comportamiento dispar
cuando fue sometido a concentraciones tolerables y potencialmente letales de H,0,
(Tabla I11.3). En este caso, el tipo parental registro una sintesis mas elevada de trehalosa

enddgena, con respecto a las células carentes de la proteina Atclp.
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Tabla 111.3. Contenido intracelular de trehalosa en respuesta a los siguientes tratamientos
de estrés: oxidativo (5mM y 50mM H,0,), salino (1,2M NacCl) y térmico (42°C), en las
cepas parental (Cp) y atcl/atcl nulo de C. parapsilosis. Los cultivos se crecieron en medio
YPD a 30°C y fueron recogidos una vez alcanzada la fase logaritmica de crecimiento
(D.O.600nm=1,0-1,2). Los tratamientos de estrés fueron aplicados durante 1 hora. Los valores de
trehalosa enddgena se expresan como nmoles/mg peso himedo y se indica la desviacion
estandar de las medidas.

Tratamientos

Trehalosa endogena

Cp atcl/atcl

Control 4,8 £5 3,3£2,0

5 mM H,0, 8,3%4,3 5,9+0,8
50 mM H,0; 9,645,3 6,2+2,3
NaCl 1,2 M 3,7+0,2 4,1+1,1
42°C 21,6+4,0 24,2448

Como se vera a continuacion, estos resultados aparentemente tienen buena
correlacion con los obtenidos mediante HPLC, en el caso exclusivo del contenido
enddgeno de trehalosa. Asi, en la Figura 111.19., se muestran los cromatogramas con los
picos de elucidn correspondientes a trehalosa y los polioles, glicerol y D-arabitol tras las
distintas condiciones de estrés aplicadas sobre células de la cepa silvestre, mientras que
en la Figura 111.20. se muestran los mismos parametros cromatégraficos para el caso del
mutante homocigotico atcl/atcl. El tiempo de retencion de cada compuesto, asi como
la concentracion correspondiente, fueron calculados en funcién del area de resolucion
definida, siendo referidas a una muestra patrén pura de cada compuesto, procesada
segun el mismo procedimiento (Apartado Il. 20). Dichas areas de los picos han sido
extrapoladas y calculadas, quedando representadas en la Figura I11.21.

Los datos cromatograficos parecen confirmar que el mutante carente de
actividad Atclp funcional, acumulé un mayor contenido de trehalosa a 42°C respecto a
la cepa parental. En cambio, frente a una exposicién oxidativa severa (50mM H,0), las
células parentales sintetizaron una concentracion interna mas elevada del disacérido.
Por otra parte, la adicion de 1,2 M NaCl no produjo ninguna modificacion relevante
sobre los niveles basales de trehalosa, incluso puede apreciarse una cierta disminucién
(Figura 111.21.A.). Estos resultados también guardan una correlacion positiva con los

ensayos de sensibilidad en placa y viabilidad celular (Figuras 111.17 y 111.18).
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Figura 111.19. Analisis cromatogréfico (HPLC) del contenido intracelular de trehalosa,
glicerol y D-arabitol determinados en la cepa silvestre de C. parapsilosis en respuesta a
distintos tratamientos de estrés: exposicion oxidativa con 5mM (A) y 50mM H,0, (B),
choque osmotico/salino (1,2M NaCl) (C) y térmico (42°C) (D). Se representan los diferentes
picos de elucién (tiempo de retencion) de patrones standard en la misma fase mdvil, resueltos
mediante una columna especifica (Bio-Rad HPX-87H), siendo los siguientes: trehalosa
enddgena (7,480 min), D-arabitol (10,873 min) y glicerol (13,350 min).
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Figura 111.20. Representacion de las areas correspondientes a los diferentes picos de
elucion para trehalosa enddgena (7,540 min), glicerol (13,373 min) y D-arabitol (10,890
min.), medidos por HPLC en el mutante nulo (atcl/atcl) de C. parapsilosis en respuesta a
varios tipos de estrés ambiental: estrés oxidativo 5mM (A) y 50mM H,0, (B), salino (1,2M

NaCl) (C) y térmico (42°C) (D). Para otros detalles, consultar la Figura 111.19.
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Figura 111.21. Determinacion cuantitativa del contenido intracelular de trehalosa (A),
glicerol (B) y D-arabitol (C) en respuesta a los tratamientos de estrés previamente
descritos en las cepas Cp y atcl/atcl de C. parapsilosis. Los cultivos se crecieron en medio
YPD a 30°C y fueron recogidos una vez alcanzada la fase logaritmica de crecimiento
(D.O.600nm=1,0-1,2). Los tratamientos de estrés fueron aplicados durante 1 hora. La
determinacion cuantitativa se basa en las areas de resolucién de metabolitos por HPLC que se
muestra en las Figuras 111.19 y 111.20 y sigue el protocolo descrito en el Apartado 11.20. Los
datos se representan como mg metabolito/mg peso himedo.

Debe ser destacado el elevado nivel basal de glicerol en ausencia de cualquier
agresion ambiental (Figura I11.21.B.), siendo mayor en el mutante, sin que la aplicacién
de los distintos agentes estresantes produjera incrementos adicionales; incluso se
percibe una disminucién notable en respuesta a estrés oxidativo intenso o choque
térmico, mientras la pérdida fue minima en presencia de NaCl (Figura 111.21.B.). Como
se comentara mas adelante (ver Discusion), estas observaciones no concuerdan del todo
con las evidencias experimentales similares obtenidas en otras levaduras prototipicas
(C. albicans, y S. cerevisiae). Dichos hongos ascomicetos, si muestran un elevado
contenido de glicerol en respuesta a un intenso estrés oxidativo, térmico y salino
(Pahlman et al., 2001).

También se ha valorado el D-arabitol, cuyo papel protector en C. albicans ha
sido propuesto por Kayingo y Wong, (2005). La cepa silvestre (Cp) incrementd del
orden de dos veces la sintesis de este poliol en todos los casos de estrés probado, salvo
para el tratamiento térmico a 42°C donde el aumento fue algo menor (Figura 111.21.C.).
A su vez, en la cepa carente del gen ATC1, el contenido interno de D-arabitol se vio
incrementado cuando las células fueron expuestas a los distintos agentes estresantes.
Merece ser resaltado el comportamiento del mutante atcl/atcl nulo frente a estrés

térmico (42°C) y choque osmdtico (1,2 M NaCl), donde se indujo una pronunciada
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sintesis de D-arabitol tanto frente al ensayo control, como a las células parentales
sometidas a idéntico desafio (Figura 111.21.C.). Los resultados de estrés osmético/salino
son en parte contradictorios con los registrados en C. albicans. En este patdgeno
prevalente, el D-arabitol se sintetiza tras una fuerte adicion de agentes oxidantes o
subidas de temperatura, pero no en respuesta a estrés osmotico (Kayingo y Wong,
2005).

Simultdneamente, se realizO un experimento paralelo consistente en incubar
durante periodos prolongado cultivos de ambos tipos celulares (respectivos controles)
hasta alcanzar fase estacionaria tardia, monitorizando en este estadio la acumulacion de
estos metabolitos protectores mediante el mismo protocolo de HPLC. A continuacion,
se muestran los cromatogramas obtenidos de dichas muestras estacionarias. Como se
puede comprobar en los perfiles de area obtenidos para cada una de las cepas (Figuras
I11.22 y Figuras 111.23., respectivamente) se detecté siempre un mayor pico de
acumulacion de trehalosa en fase estacionaria, patron general compartido por otras
levaduras (Singer y Lindquist 1998; Argielles, 2000). Lo mismo ocurre en el caso de
D-arabitol, pero en cambio con el glicerol se obtuvo el resultado contrario;
observandose como en fase logaritmica se produjo el mayor acumulo intracelular de
este poliol.

Por otra parte, no existen diferencias relevantes en el contenido enddgeno de
trehalosa y D-arabitol entre ambas cepas (Cp y atcl/atcl) en fase estacionaria (Figura
111.23. A-C). Por el contrario, para el glicerol la cepa silvestre fue la que present6 una
acumulacion mas elevada en fase tardia de crecimiento estacionario (Figura 111.23.B.).
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Figura 111.22. Representacién de los cromatogramas obtenidos por HPLC referentes a la
acumulacion de trehalosa y de los polioles glicerol y D-arabitol en cultivos recogidos en
fase exponencial y estacionaria a 30°C. Los cultivos se crecieron en medio YPD a 30°C y
fueron recogidos cuando las células alcanzaron fase logaritmica de crecimiento (D.O.g00nm=1,0-
1,2) y en fase estacionaria (D.O.s00nm=10-12). Cepa silvestre en fase exponencial A) y en fase
estacionaria B). Cultivos correspondientes al mutante atcl/atcl nulo en fase logaritmica C) y en

estado de reposo D).
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Figura 111.23. Contenido intracelular de trehalosa (A), glicerol (B) y D-arabitol (C) en
células incubadas hasta fase exponencial y estacionaria de crecimientos, medidos en las
cepas Cp y atcl/atcl de C. parapsilosis. Los datos numéricos han sido calculados a partir de
las areas de elucion en columnas de HPLC para trehalosa, glicerol y D-arabitol,
correspondientes al experimento que se representa en la Figura I11.22. Por ello, se expresan

globalmente en mg metabolito/mg peso himedo.
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111.11. DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES TREHALASA NEUTRA
(Ntclp) Y ACIDA (Atclp) EN RESPUESTA A ESTRES OXIDATIVO, SALINO
Y TERMICO.

De forma simultanea, se ha medido en primer lugar la actividad trehalasa
neutra (Ntclp) en C. parapsilosis, responsable de la hidrolisis fisioldgica de trehalosa
intracelular en levaduras (Alvarez-Peral et al., 2002, Pedrefio et al., 2002; Gonzélez-
Parraga et al., 2003 Sanchez-Fresneda et al., 2009). En todos los casos, el tratamiento
oxidativo moderado (5mM H,0,) o severo (50mM H,0,) aplicado a cultivos
logaritmicos, indujo una ligera disminucién de la actividad Ntclp (Tabla 111.4.). Estos
datos estan en consonancia con los obtenidos para diversos fondos genéticos de
C. albicans, si bien la trehalasa neutra de la cepa CAl.4 resultdé ser especialmente
sensible a los agentes oxidantes (Conesa, 2005; Pedrefio et al., 2006). No obstante, y de
modo sorprendente, el estrés térmico (42°C) y el choque osmotico (1,2 M NaCl),
promovieron una activacion parcial de dicha actividad enzimatica para ambas cepas
(Tabla 111.4).

Tabla I11.4. Efecto del estrés oxidativo, salino y térmico sobre las actividades trehalasa
neutra (Ntclp) y trehalasa acida (Atclp), en el mutante nulo para el gen ATC1 y la cepa
silvestre isogénica de C. parapsilosis. Los cultivos se crecieron en medio YPD a 30° C y fueron
recogidos en fase exponencial (D.O.g00,m=1,0-1,2). Alicuotas idénticas de cada cepa se
sometieron durante una hora a estrés oxidativo por adicién de 5 y 50mM H,0,, estrés osmotico
con 1,2 M NacCl y estrés térmico a 42°C, frente a un cultivo control no tratado. Posteriormente
fueron procesadas como se indica en Materiales y Métodos. Las actividades enziméticas se
representan en nmoles glucosa/min/mg proteina y se indica la desviacion estandar de las
medidas.

Tratamientos Trehalasa neutra (Ntclp) Trehalasa acida (Atclp)
Cp atcl/atcl Cp atcl/atcl
Control 16,6 42,3 14,2 42,9 31+16 <0,3
5 mM H,0, 17,1429 12,1429 4,215 <03
50 mM H,0, 12,4429 9,3+1,8 29414 <03
NaCl 1,2 M 20,5 4,2 15,6 3,7 3,5+2,8 <03
420C 33,7428 22,540,7 3,842,5 <03
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Respecto a la determinacién de actividad trehalasa acida (Atclp) en células
pertenecientes a la cepa silvestre (Cp), la aplicacion de un estrés oxidativo tolerable
(5mM H,0,) o de choque osmotico y térmico, provocd una ligera activacion de la
actividad enzimatica respecto al ensayo control (Tabla I11.4.). Por el contrario, un estrés
oxidativo agudo (50mM H,0,), causé una disminucion parcial de esta actividad Atclp.
Como cabia esperar, la actividad trehalasa acida medida en el mutante nulo fue
virtualmente indetectable, puesto que los valores obtenidos escapan al limite de
resolucion del método empleado (Tabla I11.4.). Adicionalmente, estas evidencias

confirman la correcta doble interrupcion del gen ATC1 en C. parapsilosis.

I11.12. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS CON
FUNCION ANTIOXIDANTE EN RESPUESTA A ESTRES.

Los organismos aerobios han desarrollado un complejo sistema defensivo
antioxidante, con la finalidad de reparar los dafios desencadenados por las denominadas
“especies toxicas del oxigeno” (ROS), consecuencia tanto de su metabolismo oxidativo
como de la adicion de agentes oxidantes externos (Jamieson 1998; Estruch, 2000). Entre
los componentes de este sistema se hallan: (a) Moléculas antioxidantes de tipo no
enzimatico como los caroteniodes, el ascorbato, el glutation y los tocoferoles. (b) Un
conjunto de enzimas con funcion antioxidante muy bien caracterizada, casi de la
catalasa, la superdxido dismutasa (SOD), o las enzimas vinculadas al componente redox
glutation, como la glutation reductasa (GR) y la glutation peroxidasa (GPx); ademas de
otras peroxidasas, glutarredoxinas y tiorredoxians (Jamieson et al., 1998; Moradas-
Ferreira y Costa 2000; Herrero et al., 2010; Gonzalez-Parraga et al., 2011). El estudio
especifico en levaduras patdgenas de este grupo de actividades antioxidantes, en
respuesta a estrés oxidativo, resulta de gran interés, debido a que en el curso de una
infeccion in vivo deben enfrentarse a las formas reactivas del oxigeno (ROS), liberadas
durante la ingestion fagocitica por los macrofagos (Murphy, 1991; Seider et al., 2010).

En el presente estudio, hemos investigado el comportamiento de dos de estas
enzimas clave: catalasa y glutation reductasa (GR), con la finalidad de comprobar cual
es el grado de proteccion antioxidante desarrollado por las cepas de C. parapsilosis en
respuesta a los desafio ambientales aplicados. Para ello, empleamos los mismos cultivos

utilizados en el Apartado 111.10. de la presente Memoria. La descripcion del
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procedimiento seguido, para determinar dichas actividades enziméticas se detalla en el
Apartado 11.18. de Materiales y Métodos.

Inicialmente, se analizaron las posibles variaciones de actividad catalasa frente a
las condiciones de estrés previamente definidas. Como se puede comprobar en la Figura
I11.24., los niveles de catalasa fluctuaron notablemente en funcién del tratamiento
aplicado; mientras la actividad basal de la cepa parental se incrementd tras una
exposicion oxidativa moderada (5 mM H,0,), dicha actividad experiment6 una drastica
reducciéon cuando se aplicO una exposicion oxidativa méas intensa (50 mM H,0,), o
cuando las células se vieron sometidas a estrés osmdtico. Este tipo de respuesta
antioxidante especifica podria ser provocada por el modo de accién del H,O, sobre las
células. En principio, la catalasa actuaria como un marcador sensible a cambios
pronunciados en el estado redox citosolico, o indicativos de la aparicion subita de
radicales libres (Gonzalez-Parraga et al 2003; Pedrefio et al., 2005). Asi, tratamientos
moderados (5 mM H,0,) tienden a favorecer la rapida induccion del estado defensivo
antioxidante mediante la rapida activacion de la catalasa. Sin embargo, la configuracion
tridimensional de la molécula nativa se desnaturaliza ante exposiciones mas intensas de
H.O,, quedando afectadas tanto la estructura como la actividad de la enzima,
desencadenando una oxidacion molecular de la misma en presencia de metales de
transicion (Stadtman y Oliver, 1991).

Esta misma tendencia se observé con el mutante carente del gen ATC1, que
presentd una elevada activacion de la catalasa tras una exposicion oxidativa leve,
mientras esta actividad fue disminuyendo conforme se aumentd la concentracion del
H.0,, o0 con la adicion al cultivo del NaCl. Cabe resaltar el alto grado de activacion de
la catalasa registrado solamente el mutante nulo (atcl/atcl). Cuando esté se vio
sometido a un estrés térmico de 42°C, dicha actividad enzimatica aument6 del orden de
tres veces respecto al ensayo control (Figura 111.24.). Este resultado, se explica en
términos de un mecanismo compensatorio de la célula, que actuaria activando una
actividad antioxidante (catalasa) para neutralizar la falta de trehalosa y mejorar el
porcentaje de viabilidad celular (Figura 111.18.), como ha sido propuesto para el caso de

C. albicans (Gonzélez-Parraga et al., 2003).
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Figura 111.24. Efecto del estrés oxidativo, salino y choque térmico sobre los niveles de
actividad catalasa en la cepa silvestre (Cp) y el mutante nulo para el gen ATC1 (atcl/atcl)
de C. parapsilosis. Los cultivos se incubaron en medio YPD a 30°C hasta alcanzar fase
exponencial (D.O.goonm = 1,0-1,2) y después se mantuvieron durante una hora con cada
tratamiento especifico. La actividad enzimatica se midié segun el protocolo descrito en el
Apartado 11.18.1. Las diferencias entre las medias con respecto a ambas cepas fueron
significativas a P<0,05 (*) y P<0,01 (**), segun la aplicacion del test t de Student.

Respecto a la capacidad catalitica de la glutation reductasa (GR), la misma se
indujo significativamente en condiciones de tratamiento oxidativo suave (5 mM H,0,)
en las dos cepas estudiadas; si bien las células atcl registraron una mayor activacion de
la enzima (Figura I11.25.). Por su parte, una exposicion oxidativa drastica (50mM H,0,)
provocd una caida notable de actividad GR en el mutante. Por su parte, la cepa silvestre
no mostréd incremento alguno, ya que los valores registrados son similares a los
detectados en el control basal. La aplicacion a los cultivos de NaCl, promovi6 una ligera
activacion de la enzima en células parentales, siendo mucho més acusada en las del
mutante. Una vez mas, quedo constatado que el tratamiento térmico a 42°C, fue el mejor

activador de la actividad GR en células carentes del gen ATC1.
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Figura 111.25. Cambios en los niveles de actividad glutation reductasa (GR) en respuesta a
exposiciones de estrés oxidativo, salino y choque térmico en las cepas de C. parapsilosis
(Cp y atcl/atcl), objeto de estudio. Los cultivos se incubaron en medio YPD a 30° C hasta
alcanzar fase exponencial (D.O.goonm = 1,0-1,2) y después se mantuvieron durante una hora con
cada tratamiento especifico. La actividad enzimatica se midi6 segun el protocolo descrito en el
Apartado 11.18.2. Las diferencias entre las medias con respecto a ambas cepas fueron
significativas a P<0,05 (*) y P<0,01 (**), segun la aplicacion del test t de Student.

111.13. ESTUDIO DE LA TRANSICION DIMORFICA EN C. parapsilosis.

En hongos patdgenos, el proceso de transicion morfogenética entre células
levaduriformes y estructuras miceliares (hifas y pseudohifas) representa, en esencia, un
fendmeno de diferenciacion celular producido bien como un mecanismo de infeccion o
colonizacion de nuevos habitats, 0 como respuesta ante sefiales o factores ambientales
externos, tales como la temperatura y el pH, o nutricionales, como la presencia de suero,
prolina, N-acetilglucosamina, etc. (Laffey y Butler 2005). El estimulo extracelular se
transduce al interior de la célula por medio de diversos y complejos sistemas de
transmision de sefiales, induciendo una expresion génica diferencial, ocasionando
cambios en la regulacion del ciclo celular, en el metabolismo o en la conformacion de
estructuras como la pared celular y el citoesqueleto, cuyo fenotipo aparente es la

conversion de la morfologia celular (Berman y Sudbery, 2002, Shapiro et al., 2011).

Dicha transicion dimorfica es una de las caracteristicas mas importante a

investigar en patdgenos con alta prevalencia clinica, caso de C. albicans, ya que este
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proceso esta directamente relacionado con su capacidad infectiva (Odds 1994; Lo et al.,
1997). A diferencia de C. albicans, en el proceso de transicion, C. parapsilosis no llega
a formar hifas verdaderas; de modo que presenta una fase miceliar constituida
exclusivamente por pseudohifas (Trofa et al., 2008; Nosek et al., 2009; Silva et al.,
2011). Teniendo en cuenta estos antecedentes, se procedidé a estudiar la posible
implicacion del gen ATC1 en el dimorfismo, utilizando las mismas cepas (parental y
mutante (atcl/atcl), homocigotico para dicho gen), sometidas a la accion de varias
condiciones experimentales y tratamientos, previamente descritos en C. albicans como

inductores de filamentacién, tal y como se detalla a continuacion.

111.13.1. INDUCCION DE FILAMENTACION EN MEDIO LIiQUIDO.

Para la realizacion de este ensayo se utilizaron tres tipos de medios que
promueven el desarrollo de hifas: RPMI, YPD suplementado con 10% de suero humano
y medio Lee (Elorza et al., 1985; Alvarez-Peral y Argiielles, 2000 Gonzalez-Parraga et
al., 2005).

La formacion de tubos germinativos in vitro inducida por la adicion de suero
humano a 37° C en blastoconidios de C. albicans, es la primera etapa en la formacion de
hifas y puede ser un fiel reflejo de la transicion levadura — micelio que ocurre en el
interior del cuerpo humano, durante el transcurso de una candidiasis sistémica (Sudbery
et al., 2004; Génzalez-Parraga et al., 2005). En consecuencia, se aplicd esta técnica,
adicionando a cultivos de C. parapsilosis transferidos a 37°C, suero humano de
procedencia clinica, esterilizado mediante filtracion (0,45 um). Este mismo
procedimiento ha sido previamente empleado con éxito sobre diversos fondos genéticos
de C. albicans (Argielles et al., 1999; Alvarez-Peral y Argielles, 2000; Gonzélez-
Parraga et al., 2005).

Se parti6 de cultivos con densidad dptica equivalente para las dos cepas, y se
llevo a cabo un seguimiento mediante observacion microscépica y recuento con un
hemocitémetro (cdmara Neubauer) del porcentaje de células que emiten tubos
germinativos en un intervalo de 2 horas, tomando muestras a 15, 30, 60, 90 y 120
minutos. Tras repetir el ensayo por triplicado, no consiguio ser visualizada la formacion
de tubos germinativos en ninguna de las condiciones experimentales probadas: ni en

medio YPD suplementado con suero, ni utilizando medio RPMI (datos no mostrados),
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ni tampoco siguiendo la modificacién introducida por Elorza et al. (1985), consistente
en someter cultivos del hongo a un reposos metabdlico durante 24 horas y posterior
incubacién en medio Lee a 37°C (Apartado 11.21.1). Sélo con el mero propdsito de
ilustrar adecuadamente estos experimentos, se recogen observaciones al microscopio
Optico procedentes de los dos tipos celulares inducidos en estas condiciones
(blatoconidios y pseudohifas), una vez transcurridas 6 y 24 horas de incubacion a 37°C
en medio Lee (Figura 111.26.).

Figura 111.26. Micrografias de las cepa silvestre (Cp) de C. parapsilosis (A) y el mutante
(atcl/atcl) (B). Los cultivos se incubaron a 30°C en medio Lee hasta fase estacionaria, fueron
sometidos a reposo metabdlico y posteriormente incubados a 37°C para inducir conversion
dimoérfica o se mantuvieron a 30°C para establecer un control de referencia. Las muestras se
analizaron por microscopia de contraste de fases (aumento x100). En el panel superior se
muestran las imagenes de la cepa parental (A) y el mutante (atcl/atcl) (B) tras 6 horas y en
panel inferior, tras 24 horas de tratamiento: cepa parental (C) y mutante (D).
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111.13.2. MORFOLOGIA COLONIAL EN PLACA.

Otra aproximacion experimental utilizada para examinar la hipotética capacidad
de filamentacion en C. parapsilosis, fue la observacion de la morfologia colonial en
placa, la cual se puede considerar como un reflejo de la morfologia celular. Para ello se
analizaron las colonias obtenidas al cabo de 7 dias de incubacion a 37°C en medio
Spider (Apartado 11.21.2), descrito como un eficaz inductor de la filamentacion en C.
albicans (Liu et al., 1992; Pedrefio et al., 2007) y basado en la utilizacion de una fuente
de carbono alternativa, como es el manitol.

Las fotografias que se observan en la Figura 1l1.27, tomadas con una
amplificacion de 40 y 100 aumentos en este medio Spider, permiten visualizar en detalle
la morfologia colonial de los dos cultivos. Se comprueba como el aspecto de la
superficie exterior de ambas colonias es totalmente liso, sin que en sus bordes aparezca
ningun esbozo primigenio de tubo germinativo o estructura filiforme indicativa de
filamentacion. Por tanto, estos resultados sugieren que la delecion de ATCL1 en
C. parapsilosis no afecta de forma sustancial la morfologia externa de las células

individuales, ni la morfologia colonial desarrollada por un clon de células en division.

Figura 111.27. Analisis de la hipotética variacién en la morfologia colonial provocada por
la doble interrupcion del gen ATC1 en C. parapsilosis sobre medio Spider. Se presentan
fotografias (40x) de colonias aisladas de la cepa silvestre (Cp) de C. parapsilosis (A) y del
mutante nulo (atcl/atcl) (C), junto con un de un detalle (100x) de los bordes de las respectivas
colonias (B) y (D). Las placas se incubaron durante 7 dias a 37°C.
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111.14. ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD CELULAR FRENTE A DISTINTOS
ANTIFUNGICOS.

El conjunto de nuestros estudios fenotipicos sobre la interrupcion del gen ATC1
en C. parapsilosis se ha completado con un analisis de la sensibilidad frente a una
bateria de compuestos antifungicos de uso clinico comun contra Candida sp.. Se trata de
sustancias con muy diversa estructura quimica y mecanismo de accion, que interfieren
en el metabolismo celular a distintos niveles y podrian revelar la presencia de
importantes defectos en funciones o estructuras celulares.

El protocolo experimental fue disefiado segun el Patron Normalizado de Trabajo
(PNT) del Centro Nacional de Microbiologia del Servicio de Micologia (MIC-
PT_000017-005), dicho procedimiento se describe mas detalladamente en el Apartado
[1.21 de Materiales y Métodos. La técnica para determinar la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de un antifungico particular, consiste en la medicion por
espectrometria de la disminucion de la densidad éptica (equivalente al crecimiento del
microorganismo) de la suspensién de levaduras, en placas de microdilucion que
contienen diferentes concentraciones del antifingico. Como control de calidad para el
test de suceptibilidad a los antifungicos probados, se incluy6 una levadura de referencia,
procedente de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC), cuyas CMIs
conocidas y definidas se utilizan como control en los protocolos normalizados de
EE.UU, en nuestro caso, se utiliz6 la cepa C. parapsilosis ATCC 22019.

Es preciso destacar que se aplican diferentes criterios de CMIs segun cual sea el
antifangico aplicado. Asi, para Anfotericina B, se calculé la CMI-90%, definida como
la concentracién mas baja de antifingico que permite alcanzar una absorbancia igual o
menor al 10% de la medida en el ensayo control de crecimiento (90% de inhibicion). En
cambio, para la 5-fluorocitosina, los azoles y las equinocandinas, se obtuvo la CMI-
50%: la concentracién mas baja de antifungico en que la absorbancia es menor o igual
al 50% de la absorbancia del control de crecimiento (50% de inhibicidn).

Como se puede observar en la Tabla I11.5. no se observaron diferencias
significativas entre los valores de CMIs de las cepas analizadas, ya que todas mostraron
aproximadamente el mismo nivel de sensibilidad frente al antifingico aplicado.
Teniendo en cuenta estos resultados, podemos concluir de modo preliminar que la
delecion del gen ATC1 no afecta de forma significativa el grado de susceptibilidad de

C. parapsilosis frente a los compuestos antifingicos analizados.
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Tabla 111.5. Efecto de la doble interrupcion del gen ATC1 sobre la susceptibilidad in vitro
en C. parapsilosis frente a varios antifungicos de uso clinico habitual. Se han calculado las
CMls correspondientes a la cepa silvestre (Cp), el mutante nulo (atcl/atcl) y el
reintegrante (RE). La lectura se realizd con un espectofotometro de ocho canales a una
longitud de onda de 530 nm y tras 24 horas de incubacion. Para otros detalles, ver Apartado
11.22.

Antifangicos Rango CMI Cp atcl/atcl RE
(ng/ml)
Anfotericina B 0,12-0,5 0,12 0,12 0,12
5-Fluorocitosina 0,12-0,5 0,12 0,12 0,12
Fluconazol 0,5-2 0,50 0,50 0,50
Itraconazol 0,015-0,12 0,015 0,015 0,015
Voriconazol 0,015-0,06 0,015 0,015 0,015
Ravuconazol 0,015-0,03 0,015 0,015 0,015
Posaconazol 0,015-0,03 0,015 0,015 0,015
Caspofungina 0,5-0,2 0,5 0,5 0,5
Micafungina 0,25-1 0,50 0,50 0,50
Anidulafungina 0,25-1 1 1 1

111.15. ESTUDIO DE LA HIDROFOBICIDAD DE LA SUPERFICIE CELULAR
DE C. parapsilosis.

Las interacciones hidrofébicas juegan un papel importante en la capacidad de
adhesion de los microorganismos patogenos a los tejidos y 6rganos del hospedador. En
el caso de C. parapsilosis, se ha demostrado que la denominada hidrofobicidad de
superficie celular, participa en el proceso de adherencia del hongo a las células
epiteliales, asi como a materiales plasticos ampliamente utilizados en clinica, como
catéteres, sondas y protesis diversas (Laffey y Butler 2005; Trofa et al., 2008; Silva et
al., 2011).

Debido a que el gen ATC1 presumiblemente podria codificar una proteina

localizada en la superficie externa de la pared celular, como ocurre con C. albicans

(Pedrefio et al., 2004), se analiz6 su posible contribucion a la hidrofobicidad mediante
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citometria de flujo, cuantificando la tasa de unién a bolas de latex-poliestireno
fluorescentes, tal y como se describe en el Apartado 11.23.

Alicuotas idénticas de cultivos crecidos en YPD solido de las tres cepas de
C. parapsilosis objeto de estudio, se incubaron en ausencia 0 presencia de bolas de
latex-poliestireno fluorescentes con agitacion orbital a temperatura ambiente. A
diferentes tiempos (0, 15 y 30 minutos), se retiraron y procesaron muestras que fueron
analizadas mediante citometria de flujo para determinar la intensidad de fluorescencia
de las levaduras; intensidad que fue proporcional al nimero de bolas unidas a las células
individuales.

Como se puede apreciar en la Figura 111.28.A, el patron de autofluorescencia
registrado para las tres cepas estudiadas resulté ser practicamente idéntico. En cuanto
las levaduras se pusieron en contacto con las bolas, un porcentaje de la poblacion
celular aparecié inmediatamente (tiempo 0) unida a las mismas, sin que existan
diferencias resefiables entre las cepas (Figura I11.28.B.). Sin embargo, si se apreciaron
diferencias en la tasa de union a las bolas de latex transcurridos 15 o 30 minutos de
incubacion (Figuras 111.28.C. y D.), dichas diferencias fueron menores para las dos
cepas, homo y heterocigotica, afectadas en la actividad de la proteina Atclp. A su vez,
la cepa silvestre (Cp) posee mayor hidrofobicidad, ya que se une mas eficientemente a
las bolas, siendo por tanto, mayor la intensidad de fluorescencia detectada. En
consecuencia, el gen ATCL1 podria jugar algin papel en la capacidad de adhesién de
C. parapsilosis, ya que los mutantes: heterocigético (ATC1/atcl) y homocigotico
(atcl/atcl) son menos hidrofébicos en comparacion con la cepa silvestre, puesto que se
unen de manera menos eficiente a las bolas y se detecta una menor fluorescencia
(Figuras 111.28. C. y D.).

La hidrofobicidad de las levaduras esta relacionada con la expresion de
glicoproteinas de la superficie externa de la pared celular (Martinez-Esparza et al.,
2006; Martinez-Esparza et al., 2011). Para C. albicans se ha comprobado que la misma,
es proporcional al grado de beta-manosilacion de las moléculas de la pared (Masuoka y
Hazen, 2004). En este sentido, Lima-Neto et al. (2009) han descrito la existencia de una
correlacion positiva entre la adherencia de C. albicans y C. parapsilosis a los tejidos del
hospedador y la hidrofobicidad, que estd en funcion de la presencia y numero de

residuos de L-fucosa en los glicoconjugados de la superficie celular.
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Figura 111.28. Andlisis de la hidrofobicidad de C. parapsilosis en respuesta a la
interrupcion del gen ATCLl. Mediante citometria de flujo laminar, se determind la
hidrofobicidad de la superficie celular de las cepas silvestre (Cp, histograma rojo) y de los
mutantes: heterocig6tico (ATC1/atcl, histograma negro) y homocigoético (atcl/atcl, histograma
verde) para el gen ATC1; como se detalla en Apartado 11.23. Las levaduras se crecieron en
placas de YPD durante 12 h, se lavaron e incubaron en ausencia (A), o presencia de bolas de
latex-poliestireno fluorescentes a un ratio 1:1, a tiempo cero (B), 15 minutos (C), y 30 minutos

(D). A continuacién, se midio6 su fluorescencia.
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111.16. ANALISIS DE LA RESISTENCIA A LISIS MEDIADA POR
MACROFAGOS HUMANOS.

Para evaluar su implicacion en virulencia, se estudio el efecto de la disrupcion
del gen ATCL1 sobre la supervivencia a lisis mediada por macrdfagos. Estas células del
sistema inmune innato, son las principales responsables de la eliminacién de patdgenos
fangicos mediante la fagocitosis y posterior digestion intracelular en los fagolisosomas
(Seider et al., 2010). Las lineas celulares monociticas se emplean frecuentemente en el
estudio de la interaccion entre los patégenos y los macrofagos debido a su facilidad de
expansion celular in vitro, su estado de activacion definido y la ausencia de variaciones
genéticas entre ellas, lo que genera resultados reproducibles. Por todo ello, se emplearon
macrofagos procedentes de la linea celular monocitica humana U937 que fueron co-
cultivados con las cepas parental (Cp), heterocigética (ATC1/atcl) y homocigébtica
(atcl/atcl) para el gen ATC1 de C. parapsilosis.

La obtencién de macrofagos a partir de esta linea celular U937 indiferenciada, se
realizd6 como se indica en el Apartado I1.2. de Materiales y Métodos, adicionando al
cultivo PMA (10 ng/ml). Tras incubacion durante 24 h, se observd un cambio
morfolégico en la linea celular: las células redondas, aisladas y en suspensién en el
medio de cultivo, se convirtieron en células adherentes que formaron agregados
celulares, para luego fijarse a la base de la placa de cultivo.

En estos experimentos, se considerd conviente introducir la cepa silvestre de
C. albicans SC5314 (Ca), con la que se tiene una amplia experiencia en el laboratorio
como referencia interna, con el fin de comparar nuestra levadura con otra especie dentro
del mismo género. Como se aprecia en la Figura 111.29., la cepa silvestre de
C. parapsilosis (Cp) presentd una mayor tasa de supervivencia a digestion fagocitica
respecto a C. albicans (Ca). Respecto a los mutantes de C. parapsilosis, la menor
viabilidad en respuesta a lisis mediada por macréfagos correspondié al mutante nulo
(atcl), siendo por tanto, el mas sensible a la lisis mediada por macréfagos (Figura
111.29.). Los resultados sugieren que el gen ATCL1 esta implicado en la virulencia de
C. parapsilosis y, por tanto, juega un papel importante en su resistencia intracelular

frente a los macrofagos.
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Figura 111.29. Tasa de supervivencia de C. parapsilosis a la lisis mediada por los
macrdéfagos de la linea celular humana U937. Células de la cepa silvestre (Cp) y de los
mutantes heterocigético (ATC1/atcl), homocigético (atcl/atcl) de C. parapsilosis; asi como de
la cepa parental de C. albicans (Ca) fueron sembradas en placas de YPD durante 12h. Tras
lavado con PBS, se cultivaron con la linea celular humana U937, a un ratio macroéfago: levadura
de 1:1, a 37° C durante 2h. Tras este tiempo de incubacion, se lisaron los macrofagos y las
levaduras liberadas se sembraron en placas de medio YPD. La evaluacién de la supervivencia se
realiz6 mediante recuento de las unidades formadoras de colonias en las placas a las 48 h de
incubacion a 30° C. La distincion entre los valores medios obtenidos fueron estadisticamente
significativos (* P < 0.05), segln el test t de Student. Se representa una media de tres
experimentos independientes y los valores mostrados corresponden a la media méas la
desviacion estandar obtenida.

I11.17. ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DEL GEN ATC1 DE C. parapsilosis
EN LA INDUCCION DE LA PRODUCCION DE CITOQUINAS EN
MACROFAGOS.

Con el fin de lograr una mejor comprensiéon de la interacciéon entre el hongo
oportunista, C. parapsilosis con su hospedador, y estudiar la implicacién del gen ATC1,
en la produccion de citoquinas, se determind el perfil de las mismas, producidas por los
macrofagos como respuesta a la infeccion por dicha levadura.

Se evalud la expresion de las citoquinas TNF-a y IL-6, principales citoquinas
proinflamatorias, cruciales para una buena respuesta inmune frente a hongos. También
se valor¢ la produccion de IL-10, fuerte inhibidor de la activacion de los macréfagos y
de la respuesta inflamatoria, que es inducida por algunos hongos como C. albicans para
evadir la respuesta del sistema inmunitario. Todas ellas se cuantificaron mediante la

técnica ELISA, tal y como se describe en el Apartado 11.25 de Materiales y Métodos, en
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los sobrenadantes de cultivo de la linea celular humana U937, tanto a nivel basal, como
en respuesta a la infeccion con las diferentes cepas de C. parapsilosis. Igual que en el
apartado anterior, se introdujo en el andlisis la cepa silvestre de C. albicans (Ca).

Como se muestra en la Figura Il1. 29., la presencia de las diferentes levaduras en
co-cultivo con macrofagos, provocé una marcada activacion de los mismos, viéndose
reflejada en el incremento de la produccion de TNF-a e IL-10 (Figura 111.30. A. y C.).

Debe resaltarse que los niveles de TNF-a liberados (Figura 111.30.A.)
manifestaron una diferencia muy notable entre C. albicans (Ca) y C. parapsilosis (Cp),
siendo C. albicans la que indujo un mayor incremento para dicha citoquina. Respecto al
andlisis especifico de los mutantes de C. parapsilosis, cabe sefialar que en presencia del
mutante homocigético (atcl/atcl) para el gen ATCL, se indujeron los mayores niveles
de produccion de TNF-a, siendo menores para la cepa heterocigotica y la silvestre
(Figura 111.30.A.).

Sin embargo, cuando se analiz6 la citoquina IL-6 (Figura 111.30.B.), no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones liberadas
entre C. albicans y el ensayo control, lo que nos indica que C. albicans apenas estimula
liberacion de esta citoquina en estas condiciones de infeccion. Sin embargo, se observa
una tendencia a una menor concentracion de IL-6 en presencia de C. parapsilosis,
aumentando en la cepa interrumpida en un solo alelo del gen ATC1.

Por lo que hace referencia a la secrecion de la citoquina anti-inflamatoria 1L-10,
por macrofagos humanos en cultivo, representada en la Figura 111.30.C., se observ6 una
tendencia equivalente a la encontrada para TNF-a: C. albicans indujo mayor produccién
de IL-10 que C. parapsilosis. En el caso de los mutantes de C. parapsilosis, aumentos
resefiables en la secrecion de esta citoquina se dieron en el mutante nulo para el gen
ATC1, seguida de la cepa heterocigotica y la silvestre (Figura 111.30.C.), lo que parece

sugerir la existencia de un efecto dependiente de la dosis génica del gen ATCL1.
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111.18. DETERMINACION DEL OXIDO NITRICO.

El 6xido nitrico (NO) es una sustancia microbicida sintetizada en el interior de
los fagosomas, por los macrofagos para destruir los microorganismos que han sido
fagocitados. Esta reaccion esta catalizada por la enzima 6xido nitrico-sintetasa (NOS),
que combina el oxigeno molecular con el nitrégeno de la L-arginina, para generar el
NO.

Procedimos a determinar si las diferencias encontradas en la tasa de
supervivencia de los mutantes afectados en el gen ATC1 (Figura Ill. 29.), estaban
correlacionadas con diferencias en la cantidad de NO que los macréfagos producian en
respuesta a la infeccion. Para ello, medimos la concentracion de nitritos en los
sobrenadantes de cultivo de macréfagos incubados durante 2 h. con las cepas silvestre,
heterocigotica y homocigotica para dicho gen de C. parapsilosis, o con la cepa silvestre
de C. albicans, empleada como control interno. La relacion macrofago: levadura fue de
1:1, el NO se valord tal y como se describe en el Apartado Il. 26 de Materiales y
Métodos.

Los datos recogidos en la Figura I11.31., a pesar de que las diferencias no son
estadisticamente significativas, parecen indicar que la mayor produccién de oxido
nitrico ocurre cuando los macrdfagos se infectan con el mutante nulo de C. parapsilosis
(atcl/atcl), disminuyendo para la cepa heterocig6tica (ATC1/atcl) y ain mas para la
parental (Cp). Por el contrario, C. albicans (Ca) indujo una mayor produccion de NO
que C. parapsilosis (Figura 111.31.). Estos resultados se correlacionan con los relativos a
la tasa de supervivencia y la secrecion de las citoquinas TNF-a e 1L-10, ya que la
induccién de una mayor produccion de citoquinas (Figura I11. 30. A. y C.) y NO (Figura
I1I. 31.) en los macréfagos, coincide con una clara disminucion en la tasa de
supervivencia de células de C. parapsilosis (Cp) a la lisis mediada por los mismos
(Figura I11. 29.). Por tanto, el mutante nulo para el gen ATC1, es menos virulento que su
cepa parental ya que, es el més sensible a la lisis mediada por macréfagos, debido a que
estimula més eficientemente la liberacion de NO y TNF-a e IL-10 por parte de los
macrofagos. Cuando comparamos los resultados obtenidos para las cepas silvestres de
C. albicans y C. parapsilosis observamos que C. albicans induce mayores niveles de

produccién de NO (Figura 111.31.) y de citoquinas (Figura 111.30.), al ser internalizada
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por los macrdfagos, presentando una menor supervivencia a la lisis mediada por los
mismos; mientras que C. parapsilosis parece mostrar una mayor resistencia a la
digestion fagocitica por macrofagos (Figura 111.28). Estos datos indicarian que
C. parapsilosis es mas virulenta que C. albicans en modelo de infeccion in vitro con

macrofagos humanos.
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Figura 111.31. Determinacion del oxido nitrico liberado por los macréfagos en
sobrenadantes de cultivo inducido por las diferentes cepas de Candida sp. Las células de la
cepa silvestre (Cp) y de los mutantes heterocig6tico (ATC1/atcl) y homocigo6tico (atcl/atcl) de
C. parapsilosis; asi como de C. albicans (Ca) fueron sembradas en placas de YPD durante 12h.
Tras lavado con PBS, se cultivaron con la linea celular humana U937, a un ratio macrofago:
levadura 1:1, a 37° C durante 2h. La concentracién de nitritos expresada en nmol/ml en los
sobrenadantes de los cultivos macréfago-levadura fueron determinados mediante kit comercial.
Se representa una media de tres experimentos independientes y los valores mostrados
corresponden a la media mas la desviacidon estandar obtenida.

111.19. ESTUDIO DE LA INVASIVIDAD DE C. parapsilosis EN MODELO
MURINO.

Los mutantes més sensibles a la lisis mediada por macrofagos, son normalmente
menos virulentos en modelos de infeccion con ratones (Martinez-Esparza et al., 2006;
Gacser et al., 2007), pero la resistencia a la accion fagocitica de los macréfagos no es el
unico factor determinante de la virulencia en las levaduras. Otras celulas del sistema
inmune, como por ejemplo neutrofilos o células dendriticas, ademéas de la respuesta
humoral, juegan un papel importante en la defensa contra las infecciones sistémicas

(Seider et al., 2010). Por ello, los experimentos in vitro son Utiles, ya que permiten la
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medida de procesos individuales implicados en las interacciones entre el huésped y el
patdégeno. No obstante, se necesita abordar una combinacion de estudios in vitro e in
vivo para profundizar en la importancia de cada componente individual en el proceso y
asi poder comprender en conjunto esta compleja interaccion.

Con esta premisa, decidimos comprobar como se comportaban los mutantes
carentes del gen ATC1, cuando el sistema era mas complejo, partiendo de la base que
dicha levadura presenta una gran invasividad, debido a la capacidad que posee para
formar biopeliculas (Trofa et al., 2008).

Los modelos de infeccidn murinos son los que mas se utilizan, ya que se
asemejan al sistema humano. Esta aproximacion ha demostrado ser de mucha utilidad
en estudios realizados con C. albicans que presenta una gran virulencia en modelo
murino. Se ha estudiado la contribucion a la virulencia de determinadas moléculas
empleando mutantes nulos para los genes que los codifican (Pedrefio et al., 2007). Sin
embargo C. parapsilosis no parece ser letal en el modelo murino. El grupo de
Nosanchuck ha demostrado la existencia de diferencias en la invasividad de mutantes
para la lipasa (Gacser et al., 2007) y la sintetasa de acidos grasos (Nguyen et al., 2009)
de C. parapsilosis, tras inyeccién intraperitoneal, pero no cuando la inoculacién se
realizaba de forma intravenosa, no siendo mortal en ninguno de los dos casos.

En primer lugar, se realizé un experimento donde se inyectd intravenosamente la
cepa silvestre de C. parapsilosis a 6 ratones hembras, con la finalidad de comprobar si
nuestro aislado producia la muerte de los ratones. Para ello se empled un in6culo de
1,5x10° unidades formadoras de colonias en un volumen de 150 ul de PBS que se
inyecto en la vena caudal de los ratones. Los resultados obtenidos no se muestran en la
memoria, ya que la infeccién con C. parapsilosis en estas condiciones experimentales
no fue capaz de producir la muerte de los ratones.

Por ello y en base a la premisa de que C. parapsilosis posee una nula o escasa
virulencia sobre los ratones, decidimos estudiar la posible implicacion del gen ATC1 en
la invasividad, en modelo murino. Para ello, se utilizaron ratones hembras Swiss-
inmunocompetentes de 6 a 8 semanas de edad y con un peso medio de 26-28 g.
(Materiales y Métodos 11.27.), donde cada indculo se inyecto por via intraperitoneal, con
el fin de evaluar la invasividad de las diferentes cepas, termino entendido, como la
capacidad de dicha levadura para entrar en el cuerpo y diseminarse por los tejidos,
llegando a invadir los diversos érganos; en este caso seleccionamos los rifiones del

animal. A los tres dias de la inyeccion, los ratones fueron sacrificados y se les extrajeron
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los rifiones, que se homogeneizaron y, de inmediato, se sembraron distintas diluciones
de estos homogeneizados en placas de YPD. Las placas se mantuvieron a 28° C durante
48h y transcurrido ese tiempo se contaron las unidades formadoras de colonias por mg
de tejido, para las tres cepas.

Como muestra la Figura I11. 32., los mutantes (hetero y homocigoéticos para el
gen ATC1) presentaron una menor capacidad de invasividad, si la comparamos con la
cepa parental (Cp). Estos datos ademas concuerdan con los resultados obtenidos en los
estudios de la interaccién in vitro con macréfagos (Figura 111.29.), donde se reflejaba
que el mutante nulo (atcl/atcl) era el mas sensible a la lisis por los mismos.

Aunque el modelo de infeccion murino in vivo deja que desear, puesto que el
sistema inmunitario del ratén acabaria eliminando tanto a la cepa silvestre como a los

mutantes, los resultados indican que las cepas deficientes en ATC1 son menos invasivas.
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Figura I1l. 32. Capacidad de colonizacion de las cepas de levaduras en el rifion de ratén.
Las células de la cepa silvestre (Cp) y de los mutantes heterocigético (ATCl/atcl) y
homocigético (atcl/atcl) de C. parapsilosis fueron sembradas en placas de YPD durante 12h.
Tras lavado con PBS, se inyectaron intraperitonealmente en ratones Swiss. A los 3 dias se
sacrificaron los animales, se extrajeron y homogeneizaron los rifiones. Los extractos se
sembraron en placas YPD y se contabilizaron las unidades formadoras de colonias por mg de
tejido de rifion tras 48h de incubacion a 30° C. Los datos representan la media y la desviacion
estandar de tres experimentos independientes. La distincion entre los valores medios obtenidos
fueron estadisticamente significativos (* P < 0.05), segun el test t de Student. Se representa una
media de tres experimentos independientes y los valores mostrados corresponden a la media
mas la desviacion estandar obtenida.
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111.20. ESTUDIO DE LA VIRULENCIA DE C. parapsilosis EN MODELO NO
MAMIFERO: Galleria mellonella.

Actualmente este modelo se ha propuesto como método de seleccion y como
estudio complementario para la identificacion de cepas relevantes en patogenicidad en
otras levaduras dentro del género Candida, como C. albicans (Cotter et al., 2000) y
C. tropicalis (Mesa-Araujo et al., 2012) y otras levaduras como Cryptococcus
neoformans (Garcia-Rodas et al., 2011) para posteriormente poder trasladarlas a los
modelos de mamiferos (Fuchs et al., 2010).

Los ensayos convencionales in vivo para evaluar la patogenicidad relativa de los
diferentes aislados de levaduras, se basan en el uso de especies de mamiferos,
concretamente el modelo de raton (Kavanagh et al., 2000). Por ello, quisimos
investigar la posibilidad de utilizar, el insecto Galleria mellonella como un nuevo
modelo no-mamifero para pruebas de patogenicidad in vivo, ya que nuestra levadura
objeto de estudio, C. parapsilosis, segun los datos expuestos en el presente trabajo y las
fuentes bibliograficas revisadas, en modelo de raton no fue capaz de producir la muerte,
aun incluso aumentando la dosis del in6culo (Arendrup et al., 2002).

Por tanto, nuestro objetivo fue el de estudiar la respuesta entre G. mellonella y
C. parapsilosis, con la finalidad de poder realizar un cribado entre las cepas
interrumpidas en el gen ATC1 y su parental, reproduciendo un nuevo modelo de
infeccion e investigando la respuesta del sistema inmune del insecto durante la infeccion

por este patdgeno.

111.20.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INOCULO EN
ENSAYOS DE VIRULENCIA EN LARVAS DE G. mellonella.

Para poder estudiar la respuesta de la infeccion de nuestro aislado clinico
C. parapsilosis en larvas de G. mellonella, en primer lugar, se procedid a ajustar la dosis
del in6culo de levaduras, para posteriormente realizar los ensayos de virulencia con los
diferentes mutantes para el gen ATC1. Para ello, realizamos un ensayo empleando
distintas concentraciones de levaduras (1x10’ lev/larva; 5x10° lev/larva y 2,5x10°
lev/larva) pertenecientes a la cepa silvestre de C. parapsilosis, tal y como se indica en el
Apartado 11.28. de Materiales y Métodos. En el ensayo, se emplearon 20 larvas por cepa

y condicion.
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En la Figura 111.33. se puede observar como la inoculaciéon de dosis elevadas
(1x107 lev/larva) para dicha cepa, produce la muerte de las larvas en pocos dias (2 dfas).
Por el contrario, la inoculacién de dosis menores (5x10° lev/larva y 2,5x10° lev/larva)
permite la supervivencia de las larvas durante mas tiempo. Cabe destacar que la muerte
de las larvas es dependiente de la concentracion del inoculo empleado. Finalmente, se
seleccion la concentracion del inéculo de 2,5x10° lev/larva, ya que nos interesaba que
la supervivencia se prolongara hasta un maximo de 7 dias y como observamos con esa
concentracion de indculo, las larvas sobreviven durante aproximadamente 5 dias.

Se aplico el test estadistico Log-rank (Mantel-Cox), y se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,005), para el caso de la cepa silvestre; comparando
la concentracién de 1x10’ lev/larva con la de 5x10° lev/larva encontramos una
P<0,001(**), y comparando la concentracién de 1x10’ lev/larva con 2,5x10° lev/larva
una P<0,0001(***).
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Figura. 111.33. Estudio de la virulencia de C. parapsilosis en larvas de Galleria mellonella.
Diferentes dosis (1x10"; 5x10° y 2,5x10° lev/larva) de la cepa parental fueron inoculadas a
grupos constituidos por 20 larvas. Se incluyeron dos controles: uno que consistié en 10 larvas
sin inocular (control) y el otro, consistié en 10 larvas a las cuales se les inocul6 PBS (PBS). La
representacion de la supervivencia se realizd6 mediante la utilizacion del gréfico de Kaplan-
Meier. EI experimento fue repetido tres veces con resultados consistentes y se representan los
datos de un experimento significativo.
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111.20.2. ENSAYO DE VIRULENCIA.

Una vez estandarizada la concentracién del inéculo (2,5x10° lev/larva), nos
propusimos evaluar la capacidad de virulencia de tres cepas: la cepa parental (Cp), el
mutante homocigdtico para el gen ATC1 (atcl/atcl) y la cepa reintegrante (RE) de
C. parapsilosis, siguiendo el mismo protocolo establecido en el Apartado 11.28. de
Materiales y Métodos. Para ello, se utilizaron 20 larvas por cepa y condicion como se
puede apreciar en la Figura I11.34. A-D, a las cuales, se les inocularon en la Gltima pro-
pata 10 pl de la concentracion establecida de las respectivas levaduras. Posteriormente
fueron incubadas a 37°C durante un periodo de 5 dias y se realizé un seguimiento diario.

En los resultados representados en la Figura 111.34.E., podemos observar que
transcurridas 24 h. después de la infeccion en las larvas que fueron inoculadas con la
cepa silvestre (Cp) se produjo la muerte del 60% de las mismas, mientras que las larvas
inoculadas con la cepa mutante (atcl/atcl) y la reintegrante (RE), s6lo un 10%.

Esta diferencia la podemos visualizar en las fotografias tomadas a las 24 h.
después de la infeccion (Figura 111.34.A-D), donde se observa como las larvas
inoculadas con la cepa parental (Figura 111.34.B.) enseguida cambian su coloracion y
adquieren un color oscuro, debido al propio proceso de melanizacion de la larva,
utilizado como mecanismo de defensa contra los patégenos. Se observa, como en el
resto de larvas, la proporcion de larvas afectadas es menor (Figura 111.34.C y D).

La inoculacion de las larvas con la cepa silvestre (Cp) produjo la muerte de las
mismas a los 4 dias posteriores a la infeccion, pero se decidié seguir un dia mas el
experimento con el fin de establecer diferencias con el resto de cepas (Figura I11.34.E.).

Realizando el test estadistico Log-rank (Mantel-Cox) y comparando la cepa
silvestre con las otras dos cepas (mutante homocigético y reintegrante), se observaron
diferencias estadisticamente significativas, con una P<0.0001(***). Se encontrd la
misma diferencia significativa cuando se compard la cepa parental con el mutante
homocigético y la misma diferencia significativa entre la cepa parental con el
reintegrante (Figura I1l. 33. E).

Teniendo en cuenta estos resultados podemos concluir, que la cepa que posee el
gen ATCL1 interrumpido (atcl), es menos virulenta que la cepa parental y por tanto, que
la carencia del gen influye significativamente en la patogenicidad de C. parapsilosis, en

este modelo de infeccion sistémica. Ademas estos datos concuerdan con los obtenido en
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el modelo murino para cepas de C. albicans con el gen ATC1 disrupcionado (Pedrefio et
al., 2007).
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Figura 111.34. Estudio de la implicacion del gen ATC1 de C. parapsilosis en Galleria
mellonella. En la parte superior se muestran fotografias de las larvas a las 24 h. posteriores a la
infeccion. Se emplearon 20 larvas por cepa y se incubaron a 37°C en oscuridad y durante 5 dias.
A) Larvas sin inocular (Control) y larvas inoculadas con PBS (PBS). B) Larvas inoculadas con
la cepa parental (Cp). C) Larvas inoculadas con el mutante homocigoético (atcl/atcl). D) Larvas
inoculadas con el mutante reintegrante (RE). E) Porcentaje de supervivencia de las larvas. La
representacion de la supervivencia se realizd mediante la utilizacion del grafico de Kaplan-
Meier. El experimento fue repetido tres veces con resultados consistentes y se representan los
datos de un experimento significativo.
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111.21. ESTUDIO DE LA FAGOCITOSIS IN VIVO DE C. parapsilosis EN
G. mellonella.

El sistema inmunoldgico de los insectos responde frente al patdgeno invasor,
fagocitando y destruyendo la célula extrafia. Sin embargo, algunas levaduras, como es el
caso de C. albicans, poseen mecanismos de escape, como es la formacién de filamentos
que dificultan la fagocitosis o perforan la célula fagocitica (Fuchs et al., 2010).

Una vez evidenciada la mayor supervivencia encontrada para el mutante nulo
ATC1 y su cepa reintegrante (Figura 111.34.), nos planteamos investigar la respuesta de
dichos mutantes frente a las células fagociticas (hemocitos) de las larvas, para descartar
que la disminucion en la virulencia se debiera a un reconocimiento menos eficiente y a
una menor tasa de fagocitosis por las células fagociticas del hospedador.

Para ello, se realiz6 un ensayo de fagocitosis in vivo, utilizando las tres cepas
mencionadas en el apartado anterior. Se establecieron tres grupos de larvas, (cada grupo
formado por cuatro larvas), que fueron inoculadas con 10 levaduras/larva de la cepa
parental (Cp), el mutante nulo (atcl/atcl) y el reintegrante (RE), previamente tefiidas
con blanco de calcofluor e incubadas durante 4 h. a 37°C, en ausencia de luz, tal y como
se describe en el Apartado 11.29 de Materiales y Métodos. Transcurridas las 4 h. de
infeccion, se analiz6 mediante microscopia de fluorescencia, la tasa de fagocitosis. Para
ello, se contaron un total de 100 hemocitos frente a hemocitos con levaduras en su
interior y se calcul6 el porcentaje de fagocitosis. Cabe destacar, que previamente se
realiz6 un primer experimento incubando las larvas con las levaduras durante un tiempo
de infeccion de 2 h., pero a ese tiempo apenas se visualizé fagocitosis por parte de las
células de la larva, por ello se vio oportuno aumentar el tiempo a 4 h., en lugar de 2
como esté establecido para otras levaduras, como es el caso de C. albicans.

El resultado se puede observar en la Figura I11.35.. Todas las cepas fueron
fagocitadas en un porcentaje similar (20%-25%), no encontrdndose diferencias
significativas entre las mismas, segun el test t de Student (P>0.05).

En la Figura 111.36., se muestran las imagenes obtenidas tras la inspeccion
microscopica oOptica y de fluorescencia de los hemocitos. Fue necesario tefiir las
levaduras para evitar interferencias a la hora de visualizarlas en el interior de los
fagocitos por microscopia, ya que las células fagociticas de las larvas poseen muchos
organulos en su interior que podrian confundirnos a la hora de contabilizar el porcentaje

de fagocitosis. Mediante la observacion de estas preparaciones, pudimos comprobar una

151



Resultados

elevada eficiencia de los hemocitos en el proceso de fagocitosis, ya que fueron capaces
de endocitar un elevado numero de levaduras por célula. Ademas, las micrografias
revelaron que el nimero de levaduras fagocitadas por los hemocitos fue muy similar

para ambas cepas en todos los ensayos realizados.

301

20+ I

% Fagocitosis

Figura. 111.35. Tasa de fagocitosis en G. mellonella. Células de la cepa silvestre (Cp), del
mutante nulo (atcl/atcl) y del reintegrante (RE) marcadas con blanco de calcofluor, fueron
inoculadas en las larvas, en una concentracion 10 lev/larva. Trascurridas 4 h. de la infeccion a
378C, se recogio la hemolinfa y se cuantificd mediante microscopia, el porcentaje de fagocitosis.
Los datos representan la media y la desviacidn estandar del porcentaje de fagocitosis de tres
experimentos independientes.

Por todo ello, podriamos concluir que las cepas son reconocidas e ingeridas por
los fagocitos de manera similar. La disminucion en la virulencia mostrada por los
mutantes deficientes en el gen ATC1, no se debié a una disminucién en la tasa de
fagocitosis, sino a la ausencia del gen ATC1, que podria actuar como un factor de

virulencia en C. parapsilosis.
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Figura. 111.36. Analisis de la capacidad de fagocitosis de los hemocitos de la larva G.
mellonella mediante observacién microscopica Optica y de fluorescencia. Las
imagenes de la izquierda (A, C y E), corresponde a micrografias de microscopia optica
de hemocitos que han fagocitado levaduras pertenecientes a la cepa parental (A),
mutante nulo para el gen ATC1 (B) y reintegrante (C). A su derecha las mismas
imagenes visualizadas por microscopia de fluorescencia. Micrografias tomadas a 100X.
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V. DISCUSION

Debido a la relevancia clinica que ha alcanzado C. parapsilosis como
patdégeno emergente en los Gltimos afos, esta siendo objeto de estudio por parte de
muchos grupos de investigacion del todo el mundo. La reciente secuenciacion del
genoma de C. parapsilosis abre una nueva via de analisis para este microorganismo
que, entre otros abordajes experimentales, permitira el disefio potencial de nuevos
antifungicos mas selectivos y eficaces. Sin embargo, a pesar de los avances existen
todavia diversos aspectos relacionados con la terapia contra C. parapsilosis no
resueltos, como es el desarrollo de vacunas preventivas y de antibidticos altamente
especificos para todas los problemas clinicos encontrados. La comprension basica de
su fisiologia es imprescindible para definir nuevas dianas y aproximaciones al
tratamiento de las infecciones y el desarrollo de vacunas encaminadas a generar una

respuesta inmunitaria eficaz.

La investigacion desarrollada en nuestro laboratorio durante los Gltimos cinco
afios, se ha centrado en el estudio de los sistemas enzimaticos implicados en el
metabolismo trehalosa en levaduras con actividad como patdgenos oportunistas
contra el hombre y los mamiferos, primero en C. albicans y posteriormente en
C. parapsilosis. Consideramos que la trehalosa representa una diana de gran interés
en la bdsqueda de nuevos compuestos antifingicos (Zaragoza et al., 2002), ya que
este disacarido no se encuentra en mamiferos (Ishihara et al., 1997). Sin embargo, si
se han localizado trehalasas en las microvellosidades de las células del intestino
delgado, asi como en los tubulos proximales del rifion, aunque todavia no ha sido
determinada su funcion precisa (Elbein et al., 2003). Las proteinas con localizacion
en la superficie externa de las células pueden servir como diana de uso preferente
para disefiar nuevas drogas antifungicas, por ello, en el presente trabajo se ha
planteado la clonacion y caracterizacion funcional de la trehalasa &cida de

C. parapsilosis.
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IV. 1. INTERRUPCION DE LOS GENES: ATC1 Y NTCL.

Con la finalidad de identificar la secuencia nucleotidica que codifica para el
gen ATCL1 de esta levadura, se realizo inicialmente una busqueda por comparacion de
secuencias, sobre la base de datos del genoma de C. parapsilosis, utilizando la
secuencia ortéloga de C. albicans, identificando asi el contig 005809 con un 67% de
homologia con el gen ATC1 de C. albicans. Por su parte, la secuencia aminoacidica
deducida del mismo, mostr6 unos porcentajes de identidad del 60%, 62,4% y del
38,7% respectivamente, con las proteinas ortdlogas de las especies C. albicans, C.

tropicalis y C. glabrata (Figura I11.1.).

La metodologia aplicada resultd ser correcta y el analisis de la secuencia
nucleotidica del gen ATC1, permitid identificar elementos basicos determinantes del
sitio de inicio de la traduccién. En la region 5° no codificante del gen ATC1, se
identificd una posible caja TATA (Ferguson et al., 1986) asi como varias secuencias
RRYRR (R=purina, Y=pirimidina), relacionadas con el inicio real de la transcripcion
en levaduras (Hahna et al., 1985). En la secuencia 3’ no codificante del gen, se
encontraron sefiales consenso de poliadenilacion como AAAT, elementos
importantes para una correcta terminacion del ARN transcrito, asi como para su
posterior procesamiento y poliadenilacion. La region codificante posee un contenido
en A+T del 60,48 % y en ella se observa una ligera tendencia a usar preferentemente
los codones que terminan en T 0 en A. Ambas caracteristicas estan en consonancia

con lo descrito para C. albicans (Brown et al., 1991) (Figura 111.2.).

La secuencia aminoacidica del gen ATC1, en un primer andlisis in silico, reveld
que podria codificar una proteina localizada en la superficie celular, con las
caracteristicas propias de este tipo de componentes. La estructura primaria de Atclp
contiene 1,039 aminoéacidos, con un peso molecular tedrico deducido de su secuencia
de 116587,90 Da y un punto isoeléctrico tedrico de 5,45. Ademas la secuencia
aminoacidica contiene un peptido sefial hidrofébico en posicion N-terminal, dicho
péptido lo poseen las proteinas en transito dentro de la ruta secretora. Dispone de una
region rica en serinas y treoninas tipico de las proteinas que se anclan a la membrana
plasmatica o de aquellas que se secretan al exterior celular y 16 sefiales potenciales

de N-glicosilacion. (Como se deduce de la secuencia aminoacidica) (Figura 111.3.).
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Estos datos coinciden con lo descrito para otros hongos filamentosos y
levaduras, caso de Emericella nidulans y C. albicans (Pedrefio et al., 2004), donde la
actividad Atclp también se encuentra localizada en la superficie celular, en contraste
con las trehalasas acidas de S. cerevisiae y de C. utilis, que se localizan en las
vacuolas. Esta diferencia probablemente refleja diferentes mecanismos de
asimilacién de trehalosa exdgena entre las levaduras (Argielles y Gacto, 1988;
d Enfert et al., 1997; Pedrefio et al., 2004; Pedrefio, 2005; Parrou et al., 2005). En los
hongos filamentosos, la hidrdlisis de trehalosa parece ser un proceso enzimatico
extracelular, siendo la glucosa liberada tras la rotura hidrolitica posteriormente

transportada al citosol celular (Parrou et al., 2005).

El modelo de homologia generado para la proteina Atclp de C. parapsilosis
revel6 que el dominio central catalitico de dicha enzima coincide con el dominio
catalitico de la familia glicosil hidrolasa 65. Ademas presenta dos residuos cataliticos
cruciales Glusyo y Aspasp, residuos presentes en otras trehalasas de las levaduras
E. nidulans, S. cerevisiae y en C. albicans (Pedrefio et al., 2004), que ademas se
superponen perfectamente con los respectivos residuos conservados de la proteina
LbMP, utilizada para llevar a cabo la modelizacion e interpretacion estructural de la

trehalasa &cida (Figura 111.4.).

Con el fin de elucidar el posible papel fisiolégico del gen ATC1l de
C. parapsilosis, se procedi6 a su delecion, empleando un nuevo sistema de
disrupcion descrito inicialmente por Reuss y colaboradores (2004), que sustituye al
sistema habitual empleado hasta el momento, descrito por Fonzi e Irwin (1993), ya
que, este nuevo método ha permitido la obtencion de los mutantes sobre un fondo
genético parental que no haya sufrido ninguna manipulacion genética previa. El gen
CpATC1 fue delecionado con relativa facilidad, indicandonos que nos
encontrabamos, a priori, con un gen no esencial en una cepa silvestre, como se ha

descrito para el gen ATC1 de C. albicans (Pedrefio et al., 2004).

Un aspecto importante e interesante en el futuro seria el estudio fenotipico
detallado de los mutantes hete y homocigéticos para ambas trehalasas (acida y
neutra), del que pueden derivarse datos importantes en el esclarecimiento de su

funcion bioldgica y del metabolismo de la trehalosa, en nuestra levadura objeto de
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estudio. Hasta ahora solo podemos confirmar la identificacion del gen NTC1 en el
genoma de C. parapsilosis, que presumiblemente podria codificar a la enzima
trehalasa neutra, al igual que ocurre para la levadura C. albicans (Eck et al., 1997).

IV.2. CARACTERIZACION FUNCIONAL DEL GEN ATCL1.

El gen ATC1 de C. parapsilosis comparte determinadas propiedades con sus
correspondientes ort6logos en levaduras: no es esencial para la viabilidad y su
ausencia o mutacion provoca la imposibilidad de crecer en medios nutritivos que
contengan trehalosa como fuente de carbono, tal y como se ha puesto de manifiesto

en los Apartados 111.8. y 111.9.

La incapacidad de metabolizar trehalosa extracelular en los mutantes
interrumpidos, sugiere que la actividad Atclp de C. parapsilosis es necesaria para la
hidrolisis de la trehalosa presente en ambientes naturales. Estos resultados son
equivalentes a los previamente obtenidos para C. albicans (Pedrefio et al., 2004), asi
como en otros géneros de levaduras, caso de Saccharomyces cerevisiae (Nwaka et
al., 1996) y de Emericella nidulans (Alizadeh y Klionsky, 1996). Al igual que ocurre
con C. albicans, Atclp podria estar presumiblemente localizada en la pared celular,
unida mediante enlaces covalentes. Ademas contiene secuencias de N-glicosilacion y
un péptido sefal, tal y como se ha descrito en el Apartado I11.3. También seria
factible que la expresion transcripcional del gen ATC1 en C. parapsilosis, asi como
la capacidad catalitica de la trehalasa acida, estén sujetas a control mediante
represion catabodlica por glucosa, como ocurre con C. albicans (Pedrefio et al., 2004).
Sin embargo, aunque estas hipétesis poseen una base sélida, necesitan ser
confirmadas en el laboratorio. Por ello, actualmente se estan planteando nuevos
experimentos, con el fin de esclarecer dichos planteamientos en C. parapsilosis, ya
que podrian existir diferencias regulatorias entre ambas especies, como las
observadas en el caso de S. cerevisiae que, a diferencia de E. nidulans y C. albicans,
la trehalasa acida homologa denominada Athlp se localiza en las vacuolas y no en la
pared (Alizadeh y Klionsky, 1996).

Una conclusién relevante del trabajo descrito, viene dada por el posible papel

que puede desempefiar la proteina Atclp en respuesta a distintos tratamientos de
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estrés, deducible de las diferencias sutiles en unos casos y notables en otros, pero
siempre inequivocas respecto a la sensibilidad mostrada frente a los desafios
aplicados (Apartado 111.10.). Consideramos interesante analizar si la ausencia del gen
ATC1 funcional en C. parapsilosis, pudiera alterar de forma significativa la
resistencia de este patdgeno a un ataque oxidativo, salino y térmico, ya que al carecer

de actividad trehalasa acida, el metabolismo de la trehalosa se veria alterado.

Nuestros resultados sugieren que la ausencia de una actividad Atclp funcional
confiere una notable capacidad de resistencia frente a estrés oxidativo y térmico
(Figura I11.17. y Figura 111.18.). Globalmente, tambien concuerdan con los descritos
para C. albicans, donde la misma mutacion homocigética para el gen ATC1
incrementa la resistencia frente a estrés oxidativo, térmico y salino, (Pedrefio et al.,
2007). Asimismo, en S. cerevisiae, el mutante nulo ATH1 presentd una mayor
resistente frente a la deshidratacidn, congelacion o shock por etanol que su cepa
parental (Kim et al., 1996).

En conjunto, los resultados expuestos en la presente Memoria acerca del
metabolismo de la trehalosa en la levadura C. parapsilosis, confirman evidencias
previas aportadas por nuestro grupo para el caso de C. albicans (Pedrefio et al.,
2004). Por tanto, dicho disacérido, desempefia un papel primordial en C. parapsilosis
como protector especifico de la integridad celular frente a estrés oxidativo severo y
frente a choque térmico inducido (Tabla I11.3 y Figura I11.21.A). Por su parte en
C. parapsilosis, la presion osmotica parece tener una influencia relativa sobre la
biosintesis de trehalosa en este patdgeno, de modo similar a C. albicans. (Thevelein,
1996; Arguelles, 2000; Benaroudj et al., 2001; Elbein et al., 2003).

Los hongos patdgenos durante su etapa invasiva de proliferacion y colonizacion
en un hospedador, deben afrontar una amplia variedad de desafios ambientales, tales
como la disponibilidad de nutrientes, temperatura, pH, estado redox. En
consecuencia, es probable que los niveles variables de oxigeno y osmolaridad
disponibles en su entono vivo, puedan causarles un estrés severo. Sin embargo, las
células fungicas estan dotadas de un elaborado sistema defensivo que responde
apropiadamente a estas oscilaciones bruscas. Uno de estos mecanismos es la

capacidad para producir y acumular ciertos solutos protectores de bajo peso
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molecular, tales como el glicerol, D-manitol y el D-arabitol. Estos polioles pueden
funcionar como osmolitos intracelulares, que ademas podrian mitigar los efectos de
las especies reactivas de oxigeno (ROS), producidas por los sistemas de defensa del

hospedador, y muy dafiinas para dichos hongos patégenos (Pahlman et al., 2001).

Existen evidencias de que estos polioles ademas podrian jugar un papel
importante en las interacciones hospedador-patdgeno. (Chaturvedi et al., 1996). Nos
hemos centrado predominantemente en el estudio del metabolismo del glicerol y del
D-arabitol. Sorprendentemente, nuestros resultados no coinciden del todo con lo
descrito en otras levaduras, ya que C. albicans y S. cerevisiae acumulan glicerol en
respuesta a estrés oxidativo y térmico intenso (Pahman et al., 2001). C. parapsilosis
mostr6 un comportamiento totalmente contrario, ya que no se produjo acumulo de
este poliol para los diferentes tipos de estrés aplicados (Figura 111.21.B). En cambio,
si se observo una tendencia similar al valorar el poliol: D-arabitol, con una marcada
acumulacion del mismo aunque variable en intensidad, cuando las células fueron
sometidas a las agresiones ambientales (Figura 111.21.C). Estos datos si concuerdan
con los obtenidos en C. albicans; dicha levadura sintetiza D-arabitol tras una fuerte
adicion de agentes oxidantes y/o subidas pronunciadas de temperatura, (Kayingo y
Wong, 2005). Quizas el dato sorprendente, del que por el momento no disponemos
de ninguna explicacion evidente, sea la acumulacion de D-arabitol en respuesta a

estrés osmatico, como aparece reflejado en nuestros resultados (Figura 111.21.C).

Cuando se analiz6 el nivel basal de los diferentes metabolitos durante el ciclo de
crecimiento de C. parapsilosis, se observé como la mayor sintesis tuvo lugar en la
fase tardia de crecimiento, en el caso de trehalosa y D-arabitol, mientras que el
glicerol mostré una marcada acumulacién, cuando las células se encontraban en fase
de logaritmica (Figura 111.23). Los resultados referentes a la acumulacion de la
trehalosa enddgena en cultivos estacionarios de C. parapsilosis coinciden con los
descritos para C. albicans (Thevelein, 1996; Arguelles, 2000).

En cuanto al comportamiento de las actividades enzimaticas implicadas en el
metabolismo (Tabla 111.4), la tendencia general apunta a una notable activacion de la
hidrélisis de trehalosa, siendo el incremento de actividad trehalasa neutra mas
pronunciado en celulas sometidas a estrés térmico. Por el contrario, la actividad

Ntcpl experimento una ligera disminucion con el tratamiento oxidativo moderado o
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severo, lo cual sugiere que C. parapsilosis, igual que ocurre en C. albicans, resulto
ser sensible a los agentes oxidantes. (Conesa, 2005; Pedrefio et al., 2006). Es
destacable que la sintesis de trehalosa transcurra en paralelo con una notable
activacion de la actividad trehalasa neutra a 42° C, mientras la molécula se
desnaturaliza parcialmente por adicion de agentes oxidantes en altas concentraciones
(Tabla 111.4). Esta aparente paradoja ha sido explicada de forma elegante por el
trabajo de Singer y Lindquist (1998), al demostrar que la hidrélisis de trehalosa
proporciona la glucosa necesaria para garantizar la plena recuperacion de la
fisiologia celular después de un choque térmico agudo. Por tanto, el conjunto de
nuestros datos refuerza el papel protector de la trehalosa como parte de la maquinaria
defensiva celular frente a estrés (Benaroud;j et al., 2001; Alvarez-Peral et al., 2002;
Zaragoza et al., 2003; Pedrefio et al., 2007).

Respecto al comportamiento de la enzima trehalasa &cida (Atclp) en
C. parapsilosis durante la respuesta a estrés (Tabla 111.4), los resultados obtenidos
ponen de manifiesto una ligera activacion enzimatica frente a un choque oxidativo
suave, ademas de antes exposiciones osmdticas y térmicas. Por el contrario, se
registr6 una disminucion de actividad Atclp frente a estrés oxidativo agudo,
posiblemente debido al dafio oxidativo sufrido por la configuracién nativa de la
proteina. La tendencia general de las de ambas trehalasas en respuesta a estrés en
C. parapsilosis también coincide con los datos establecidos para C. albicans,
apuntando al desempefio de funciones similares en ambas especies (Pedrefio et al.,
2004; 2007).

Ademéas de la acumulacion intracelular de varios metabolitos y solutos
compatibles, las levaduras responden frente a las agresiones ambientales externas
mediante la induccion de un conjunto de actividades enzimaticas detoxificantes
(Gonzalez-Parraga et al., 2003). Ambos tipos de sistemas defensivos ofrecen una
evidente funcion protectora de la integridad celular (Alvarez-Peral et al., 2002;

Gonzalez-Parraga et al., 2005).

En primer lugar se analizo la catalasa, se ha visto que esta enzima juega un
importante papel en C. albicans como actividad antioxidante, imprescindible para la

ceélula a la hora de responder ante situaciones de estrés oxidativo intenso (Gonzalez-
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Parraga et al., 2003; Pedrefio et al. 2007). En este sentido quisimos comprobar si en
nuestra levadura, C. parapsilosis, esta actividad enzimética presentaba el mismo
patron de actuacion. Tanto la cepa parental como el mutante nulo (atcl/atcl)
ofrecieron un comportamiento similar (Figura I11.24), ya que inicialmente la catalasa
incremento tras la aplicacion de un choque oxidativo leve (5mM H,0;). Por el
contrario, dicha actividad se vio reducida cuando el estrés oxidativo fue mas intenso
(50 mM H,0,) o ante un estrés osmdtico. Este tipo de respuesta antioxidante
especifica podria ser provocada por el modo de accion del H,O, sobre las células. En
principio, la catalasa actuaria como un marcador sensible a cambios pronunciados en
el estado redox intracelular, o indicativos de la presencia subita de radicales libres
(Gonzélez-Péarraga et al 2003; Pedrefio et al., 2005). Asi, tratamientos moderados
(5mM H,0,) tienden a favorecer la réapida induccién del estado defensivo
antioxidante mediante la rapida activacion de la catalasa. Sin embargo, la
configuracion tridimensional de la molécula nativa se desnaturaliza ante
exposiciones mas severas de H,O, quedando afectadas tanto la estructura como la
actividad de la enzima, desencadenando una oxidacion molecular de la misma en

presencia de metales de transicién (Stadtman y Oliver, 1991).

Por otra parte, merece ser destacado el comportamiento del mutante nulo para el
gen ATCL, que presentd una elevada activacion de la catalasa al aplicar una subida
térmica hasta 42°C (Figura 111.24). Una posible explicacion seria la induccion de un
mecanismo compensatorio por parte de la célula, contrarrestando la ausencia de
trehalosa intracelular mediante el incremento de actividad catalasa. Este mecanismo
ha sido propuesto para C. albicans (Gonzélez-Péarraga et al., 2003; 2008), ademas de
un posible funcién cooperativa de proteccién in vivo, con objeto de aumentar la
resistencia del patogeno frente a la lisis fagocitica por macrofagos (Martinez-Esparza
et al., 2007; 2009).

Numerosas evidencias experimentales se inclinan en favor de este modelo de
compensacion metabdlica, entre la acumulacion intracelular de trehalosa y la
induccion de enzimas antioxidantes, como parte de un mismo sistema defensivo
unico: la denominada “respuesta general a estrés”, capaz de ser inducido en distinto
grado dependiendo de cada tratamiento agresivo especifico (Gonzalez-Parraga et al.,
2008). Asi, cuando se analizo el efecto del H,O, sobre la actividad de enzimas
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antioxidantes en el mutante tpsiA/tpsiA, (incapaz de sintetizar trehalosa) (Zaragoza
et al., 1998), se observo que estas células sin trehalosa estaban dotadas de un nivel
constitutivo més elevado de actividad catalasa, hasta 3-4 veces superior al observado

en el tipo parental, (Gonzélez-Parraga et al., 2003).

Por otra parte, se ha propuesto que la trehalosa podria actuar in vivo
sinérgicamente con la familia de proteinas llamadas “Heat Shock Proteins” (HSPs)
en la resistencia a choque térmico, y junto con las enzimas antioxidantes confiriendo
proteccion frente a las especies de oxigeno activado (Craig et al., 1993; Piper, 1993;
Benaroudj et al., 2001; Franca et al., 2007). La trehalosa funcionaria como un
“secuestrador efectivo de radicales libres”, de forma similar a la galactosa y el
manitol, que son secuestradores de ‘OH in vitro (Tauber y Babior, 1977; Litchfield y
Wells, 1978). No ocurre lo mismo con la sacarosa, a pesar de ser, como la trehalosa,
un disacarido no reductor. La sacarosa no es capaz de conferir proteccion a las
celulas de S. cerevisiae frente a una exposicion con H,O,. Se ha propuesto que dicha
diferencia podria obedecer a la incapacidad de la sacarosa para ser transportada por
las células, ya que es degradada a glucosa por la invertasa externa; o a la menor
capacidad de este azlcar para secuestrar especies de oxigeno activas (Eleuterio et al.,
1993; Jamieson 1998; Benaroudj et al., 2001).

Respecto a la otra actividad antioxidante valorada, la glutation reductasa (GR),
los resultados obtenidos (Figura 111.25), revelaron una mayor actividad glutation
reductasa basal en el mutante carente de actividad Atclp, que en la cepa parental,
este hecho se correlaciona con la mayor resistencia presentada por las células
carentes del gen ATC1 al estrés oxidativo, lo mismo que ocurria en C. albicans
(Pedrefio et al., 2007). Por lo general, esta enzima sigue el mismo patrén de actividad

que el discutido para la catalasa.

Debido a que el gen ATC1 de C. parapsilosis, codifica presumiblemente una
proteina de superficie celular y que la trehalasa acida esta implicada en el
metabolismo de la trehalosa exdgena, se analiz6 el mecanismos de cambio dimorfico,
siguiendo los protocolos establecidos para su induccién (Apartado I11. 13) y poder
determinar si la mutacion de este gen podia afectar y de que manera, la conversién

levadura-hifa. Como ya se ha comentado en la Introducciéon, una de las

163



Discusién

caracteristicas diferenciales entre C. albicans y C. parasilopsis, es que esta ultima no
presenta la morfologia de hifas verdaderas (Trofa et al., 2008; Silva et al 2011). Los
datos obtenidos apuntan a que el gen ATC1 de C. parapsilosis no tiene, en principio,
una implicacion en el programa morfogenético de dicha levadura. A su vez, los
ensayos de sensibilidad frente a varios antifingicos, no han permitido observar
ninguna diferencia relevante entre el mutante carente del gen ATCl y la cepa
silvestre. Por tanto, el gen ATC1 no parece intervenir en la posible resistencia de

C. parapsilosis frente a estos compuestos (Tabla I11.5.).

Las alteraciones estructurales en la pared celular de levaduras, afectan a la
capacidad de reconocimiento y adhesion por parte de las células del hospedador.
(Gow et al.,, 2002; Bates et al., 2006). De acuerdo con nuestros resultados, la
interrupcién del gen ATCL, probablemente estaria afectando bien la composicion
quimica o la exposicién normal de moléculas de la superficie exterior de la levadura,
0 ambos procesos a la vez; ocasionando asi, una perturbacion en la arquitectura de la
pared que conlleva una importante disminucion de la hidrofobicidad de
C. parapsilosis y podria por tanto alterar su capacidad de adhesion a los tejidos del
hospedador. De hecho, el mutante tps2/tps2, que acumula trehalosa-6-fosfato, por ser
deficiente en la actividad trehalosa fosfatasa, muestra importantes alteraciones en la
superficie celular externa respecto a su cepa parental CAl-4 (Zaragoza et al., 2002).

Por ello, uno de nuestros objetivos futuros, sera la determinacion cuantitativa
y cualitativa del contenido de manano y glucano de la pared celular; estas moléculas
son candidatos involucrados en la hidrofobicidad de C. parapsilosis (Mille et al.,
2008; Martinez-Esparza et al., 2009). Los mutantes homo y heterocig6ticos
deficientes en el gen ATC1, constituyen una herramienta magnifica para intentar

explicar la reduccion de hidrofobicidad registrada en las observaciones citométricas.

Ademéas en experimentos futuros también se evaluard la hidrofobicidad
empleando una cinética a tiempos largos, ya que estas diferencias observadas, no se
correlacionaron con la tasa de fagocitosis observada por las células fagociticas de la
larva G. mellonella, no encontrandose diferencias en el porcentaje de fagocitosis a

tiempos largos (4h) (Figura 111.35.).
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IV.3. ESTUDIO DE LA INTERACION DEL GEN ATC1 CON EL SISTEMA
INMUNITARIO.

Para establecer el papel del gen ATC1 como posible determinante de
virulencia, es necesario demostrar que el mutante nulo para dicho gen, debe ser
incapaz de producir infeccion en un modelo experimental adecuado o, al menos,
manifestar una drastica reduccion de la virulencia. Seguimos un protocolo de
virulencia establecido para el modelo experimental no mamifero: Galleria mellonella
(lepidoptero), en el cual se comprobo, como el gen estaba implicado en virulencia, ya
que la mutacion en el mismo disminuia la virulencia (Apartado 111.20). Sin embargo,
no ocurrié lo mismo en modelo murino donde tuvimos que definir un protocolo de
invasividad para evaluar la capacidad de colonizacion de las cepas de
C. parapsilosis, cuantificando la carga fungica en el rifion del raton, estimada por las
unidades formadoras de colonias en el mismo, para estimar el grado de invasion o
destruccion de diferentes células, tejidos u érganos. En nuestro caso, el andlisis de
los estudios de patogenicidad, indicaron una disminucién de la invasividad de las
cepas mutantes ensayadas respecto a la cepa silvestre. En consecuencia y de modo
muy preliminar, podemos concluir que la delecion del gen ATC1 no conlleva una

notable reduccion de la invasividad en C. parapsilosis.

Finalmente, analizando en conjunto nuestro trabajo, proponemos que la trehalasa
acida de C. parapsilosis codificada por el gen ATC1 debe cumplir alguna funcion en
virulencia, ya que la supresion total del gen, activa de una manera mas eficiente las
defensas del hospedador, induciendo la produccion de una mayor concentracion de
citoquinas y sustancias microbicidas como el NO por macréfagos humanos (Figuras
111.30. y 111.31.) y conlleva una disminucion en la capacidad de supervivencia a la
lisis mediada por macrofagos humanos (Figura 111.29.), de la invasividad en el
modelo murino (Figura 111.32.) y la virulencia en el modelo de G. mellonella (Figura
111.34.). Estos datos refuerzan la importancia del estudio de la trehalosa y de las
enzimas implicadas en su metabolismo, como una posible diana terapéutica en el

control de las infecciones sistémicas causadas por C. parapsilosis.
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V. CONCLUSIONES

1. El rastreo de una base de datos con el genoma de Candida parapsilosis,
utilizando la trehalasa &cida de C. albicans como modelo, ha permitido
identificar el contig 005809, cuyo producto génico tiene una elevada
homologia con la secuencia IPF19760/CA2574 de Candida albicans.

2. El nuevo gen identificado como CpATC1, codifica una proteina de 1,039
aminoacidos que posee una secuencia predecible de péptido sefial en la
region N-terminal y 16 sitios potenciales de N-glicosilacion; lo que sugiere

la localizacién de dicha proteina (Atclp) en la superficie celular.

3. El mutante homocigético (atcl/atcl) es incapaz de crecer sobre trehalosa
como fuente de carbono. Por tanto, en C. parapsilosis la proteina Atclp debe
estar involucrada en la hidrdlisis de trehalosa exdgena.

4. La ausencia del gen ATC1 funcional, confiere a C. parapsilosis una mayor

capacidad de resistencia frente a estrés oxidativo, térmico y salino in vitro.

5. La doble interrupcion del gen ATC1 incrementa la produccion de éxido
nitrico y de las citoquinas TNF-o. e IL-10 en macréfagos humanos vy
conlleva una disminucion en la capacidad de supervivencia a la lisis mediada

por los mismos.

6. Los mutantes deficientes en el gen ATC1 presentan una menor invasividad
en modelo murino y una virulencia disminuida en el modelo de Galleria
mellonella. En consecuencia, se propone que el gen ATC1 cumple alguna
funcion en la interaccion de C. parapsilosis con el sistema inmunitario del
hospedador: Igualmente, podria actuar como un posible factor de virulencia

de este patdgeno emergente.

7. Se ha obtenido el doble mutante ntcl/ntcl/atcl/atcl, carente de las dos
actividades trehalasas de C. parapsilosis. Aungue su caracterizacién
funcional esta pendiente, podemos afirmar que se trata de un gen no esencial

en esta levadura; puesto que su interrupcion no causa letalidad.
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