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GLX3) de C. albicans. Se partio de una D.0.600nm= 0,3. Las muestras se tomaron
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Figura Ill. 25. Sensibilidad a Zimoliasa. Cultivos en fase exponencial de crecimiento
de las cepas SC5314; GLX3/glx3; gix3/glx3 y glx3/glx3, GLX3 fueron incubados en
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Estudio mediante XTT-Menadiona.

Figura lll. 27. Grafica de supervivencia de ratones infectados con las distintas
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ABREVIATURAS

ADNe Acido desoxirribonucleico estracelular
Als Agglutinin-Like Sequence

cw Calcofluor White

cwp Proteinas de pared celular

EtOH etanol

GIcNACc N-acetilglucosamina

GPI glicosilfosfatidilinositol

IL-2 Interleuina-2

kb kilobases

kDa Kilodaltons

MA Aislados medianamente formadoras
ME Matriz Extracelular

ml mililitro

mM milimolar

NA Aislados muy poco o no formadores
NCAC Candida no albicans

ORFs marco de lectura abierto

pb Pares de bases

PIR Proteinas con repeticiones internas
Qs Quorum Sensing

SA Aislados muy formadoras

SAP aspartil proteinasas secretadas

SDS Dodecil Sulfato sédico

SPE Sustancias Poliméricas Extracelulares
RC Rojo Congo

WA Cepas poco formadoras

XTT 2,3-bis [2-metoxi-4-nitro-5-sulfo-fenil] -2Htetrazolio-5-carboxanilida
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I.1. Candida albicans: aspecto generales y taxonomia

Desde el punto de vista taxondmico Candida albicans es un hongo diploide que
tradicionalmente ha sido clasificado en el phylum Deuteromycota (conocidos como
hongos imperfectos), dado que la fase sexual de los hongos aqui comprendidos es
desconocida. Para poderlos clasificar como ascomicetos era necesario poseer ciclo

sexual.

Aunque inicialmente se pensé que C. albicans era un organismo asexual, varias
evidencias sugirieron que podria tener un ciclo sexual criptico. La similitud en la
secuencia de sus acidos nucleicos, asi como la semejanza fenotipica permitid la

incorporacion de C. albicans en el Phylum Ascomycota (Deacon, 2006).

Actualmente la clasificacion de C. albicans es la siguiente:

Tabla I.1. Clasificacidon taxondmica de C. albicans.

Dominio Eukarya
Reino Fungi
Phylum Ascomycota

Subphylum Saccharomycotina

Clase Saccharomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Candida

Especie albicans

El Phylum Ascomycota representan aproximadamente el 70% de las especies de
hongos descritos actualmente e incluye un alto nimero de especies que no presentan
evidencias morfoldgicas de ciclo reproductivo sexual, pero se encuentran fenotipica y
genotipicamente relacionadas, como ocurre con las especies pertenecientes al género

Candida.
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El género Candida estd constituido por aproximadamente 200 especies, 7 de las
cuales son frecuentemente aisladas como agentes causales de infecciones: C. albicans,
C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. dubliniensis y C. lusitaniae. De todas

ellas, en términos de patogenicidad, C. albicans es la mas relevante.

Las distintas especies del género Candida, no pueden ser diferenciadas
basdandose Unicamente en criterios morfoldgicos. Para su identificacidon se utilizan
caracteristicas fisiolégicas (como por ejemplo la utilizacion de diferentes fuentes de
nitrogeno, fermentacién de azucares y test de inhibicion de crecimiento). Estos
organismos presentan habitualmente un crecimiento en forma de levaduras, también
conocidas como blastosporas, aunque pueden ademas formar pseudohifas y algunas
especies como C. albicans pueden formar hifas verdaderas (Gow, 1997; Odds, 1985). Las
pseudohifas pueden estar formadas tanto por cadenas cortas de células, como cadenas
relativamente largas, que a diferencia de las verdaderas hifas presentan constricciones
en sus septos (Merson-Davis y Odds, 1989). En condiciones desfavorables C. albicans
puede formar Clamydosporas (esporas asexuales) (Kurtz et al., 1988). Por todo ello, C.
albicans es considerado un hongo pleiomorfico mas que dimarfico. (Odds, 1985). Figura

1.1

Figura I. 1. Morfologias de C. albicans: levadura, pseudohifa, clamidospora y micelio.

Candida albicans, en relacion a la diversidad de infecciones que puede causar, es
Unico entre los patdgenos flngicos, siendo una de las pocas especies de hongos que
causa enfermedades en humanos. Es un miembro de la microbiota comensal en
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individuos sanos, colonizando el tracto gastrointestinal, el aparato reproductor, la
cavidad oral y la piel (Achkar y Fries , 2010; Ganguly y Mitchell, 2011; Kennedy y Volz,
1985; Kumamoto, 2002, 2011). En individuos con sistemas inmunolégicos competentes,
C. albicans es un comensal inocuo y se mantiene en equilibrio con otros miembros de la
microbiota local. Sin embargo, alteraciones en la microbiota del hospedador, cambios
en la respuesta inmune del mismo, infeccidn por otro microrganismo o terapia
inmunosupresora, asi como variaciones en el ambiente local (cambios en el pH o
contenido nutricional, etc.), pueden ocasionar que C. albicans cause infeccidn. Estas
infecciones pueden ir desde el epitelio de las mucosas superficiales como aftas,
infecciones vaginales y erupcion del pafal, hasta infeccion sistémicas diseminada
hematdgenamente con tasas de mortalidad importantes (que se aproximan al 50 % en
algunos casos) (Calderone, 2002; Calderone y Fonzi, 2001; Pappas et al., 2004; Wenzel,
1995). Las infecciones por Candida son especialmente graves en individuos
inmunocomprometidos (como enfermos de SIDA o aquellos sometidos a terapias contra
el cancer o inmunosupresién) y personas sanas con dispositivos médicos implantados
(Kullberg y Oude Lashof, 2002). Dentro de este contexto C. albicans estd considerado

como el principal patégeno fungico de los seres humanos (Calderone, 2002).

Desde el punto de vista genético C. albicans es un microrganismo diploide con
un genoma de aproximadamente 14.500 kilobases (kb) distribuidas en ocho pares de
cromosomas homoélogos, que albergan alrededor de 6.100 genes de un tamafio medio
de 1.450 pb (Butler et al., 2009). Contiene 6.419 marcos de lectura abiertos (ORFs) de
mas de 100 codones, de los cuales un 20% no tienen contrapartida conocida en otras
secuencias disponibles del genoma. Es un hongo dificil de manipular genéticamente al
carecer de un ciclo sexual conocido (Magee y Magee, 2000), y la lectura de su cédigo
genético se desvia del codigo genético universal, dado que el codén CUG se traduce
como serina en lugar de leucina (Masey et al., 2003). Uno de los hechos mas interesantes
del genoma de C. albicans es la concurrencia de reordenamientos cromosoémicos, como
medio de generar diversidad genética, dando cromosomas con polimorfismos
(contraccidon/expansion de repeticiones), translocaciones reciprocas, borrados
cromosémicos y trisomia de cromosomas individuales. Estas alteraciones en el cariotipo

generan cambios en el fenotipo, que convergen en una adaptacién de esta levadura al
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medio en el que se encuentra (Butler et al., 2009; Selmecki et al., 2010). Estos
mecanismos genéticos estan siendo interpretados en la actualidad gracias al analisis

completo del genoma de C. albicans.

El genoma de C. albicans ha podido secuenciarse gracias a la colaboracién
internacional de distintos grupos de investigacion (http://www.Candidagenome.org,
http://www-sequence.stanford.edu/group/Candida/) asi como la anotacién de sus
genes por el Consorcio Europeo Galar Fungail (http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB), en
el que participd nuestro grupo de investigacion (d’Enfert et al., 2005). El actual
conocimiento del genoma completo de C. albicans y su anotacion, supone una excelente

fuente para los analisis funcionales del mismo.

El genoma de C. albicans contiene la informacion que permite al hongo
desarrollarse en el hospedador en competencia con el sistema inmunoldgico y con la
microbiota comensal. Esta informacion ha permitido la identificaciéon de genes de C.
albicans esenciales para el crecimiento de las células fangicas que no tienen homadlogos
en humanos, dichos genes son considerados especialmente prometedores en la
busqueda de dianas potenciales para nuevos farmacos antifungicos con efectos
secundarios bajos o nulos en el hospedador, efectos secundarios que se encuentran

asociados a la mayoria de las terapias antifungicas de las que se dispone en la actualidad.

1.2. Candida albicans como agente patoégeno

Muchos de los hongos que producen infecciones en el ser humano son, en
condiciones normales, comensales que viven en equilibrio con las defensas de su
hospedador. Sin embargo, existen diferentes factores que pueden alterar este equilibrio
de modo que el microorganismo puede invadir tejidos y producir enfermedad

(Casadevall et al., 2002; Clemons et al., 2000; Gow et al., 2012).

La infeccion por C. albicans en seres humanos fue descrita por primera vez como
candidiasis oral por Hipdcrates en el siglo V a C. En 1853, Charles Robin observd
microscopicamente células de levadura y micelios en raspados epiteliales, y nombré al

hongo Oidium albicans. Posteriormente, se utilizaron mas de 160 sindnimos, incluyendo
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Monilia albicans, antes de que Candida albicans se convirtiera en el nombre aceptado

para esta especie.

Las candidiasis son por lo tanto infecciones causada por especies del género
Candida, aunque C. albicans es el principal responsable, desde hace afios se ha
incrementado significativamente la frecuencia con la que se han aislado otras especies
de Candida no albicans (NCAC) y especies tales como C. glabrata, la segunda especie
después de C. albicans aislada de candidiasis oral (Luo y Samaranayake, 2002), C.
dubliniensis, la segunda especie NCAC aislada mds comunmente en individuos
infectados por el VIH (Schoofs et al., 1998) y otras especies, como C. tropicalis, C.
parapsilosis y C. krusei, son también responsables de una serie de casos de candidiasis

cuya frecuencia de aparicion estd aumentando en la actualidad.

Candida albicans es pues el patdgeno humano fungico mas frecuentemente
aislado (Ganguly y Mitchell 2011; Pfaller y Diekema 2007). Este patégeno oportunista es
parte de la micoflora humana comensal, pero bajo condiciones de supresion inmune o
cualquier alteracion en el ambiente del hospedador puede transformarse rapidamente
en patégeno, causando distintos tipos de infecciones (Finkel y Mitchell, 2011; Mathe y
Van Dijck, 2013). De hecho, C. albicans es uno de los agentes identificados con mayor
frecuencia en infecciones nosocomiales capaces de invadir cualquier lugar del
organismo, desde tejidos y érganos profundos hasta zonas superficiales (Perlroth et
al.,2007). Es el tercer patégeno comunmente aislado en pacientes hospitalizados con
una tasa de mortalidad de hasta el 50% (Wisplinghoff et al., 2004, Tournu y Van Dijck
2012, Mathe y Van Dijck, 2013).

Como se ha comentado anteriormente, cualquier modificacion del estado
inmune o la existencia de diferentes trastornos fisioldgicos en el hospedador puede
facilitar la proliferacién de células de Candida, provocando asi enfermedades que van
desde infecciones mucocutaneas localizadas y generalmente benignas hasta invasiones

sistémicas letales. Estas infecciones se clasifican en dos grupos:

a) Candidiasis superficial, la cual puede afectar a las superficies epidérmicasy a las
mucosas, incluyendo la cavidad bucal, faringe, eséfago, intestino, vejiga urinaria y

vagina. Este tipo de infecciones suelen responder bien a agentes antifungicos comunes,
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pero en algunos casos pueden ser recurrentes, conduciendo a candidiasis mucocutaneas
cronicas. (Ruhnke y Machmeyer, 2002).

b) Candidiasis Invasiva, en las que el hongo alcanza el torrente sanguineo y se
propaga por todo el cuerpo causando una infeccién grave. Este tipo se presenta mas
frecuentemente en neonatos con bajo peso y en pacientes en condiciones clinicas con
su sistema inmunoldgico deprimido. En este tipo de pacientes Candida puede afectar a
distintos érganos y tejidos como rifiones, higado, bazo, cerebro, ojos, etc. (Clancy y
Neguyem, 2013). Siendo la Candidemia (una forma de candidiasis invasiva), la
responsable de una alta mortalidad, asi como de una estancia hospitalaria prolongaday

un alto coste sanitario (Wisplinghoff et al., 2004).

1.3. La pared celular de C. albicans: composicion, estructura y funciones biolégicas

La pared celular es esencial para gran parte de los aspectos biolégicos vy
patogénicos de C. albicans. Aunque inicialmente se considerd una estructura celular casi
inerte que protegia al protoplasto contra las lesiones osméticas, numerosos estudios
han demostrado que se trata de un organulo dinamico con una estructura organizada y
con una disposicién ordenada de sus diferentes componentes. Algunos de ellos estan
unidos por enlaces covalentes, mientras que otros se retienen dentro del tejido de la
propia pared celular mediante enlaces de puentes de hidrégeno, idnicos e interacciones
hidrofilicas e hidrofébicas. Esta organizacion le confiere a la pared todas sus
caracteristicas y funciones bioldgicas. Ademas, la pared celular es una estructura
ausente en las células de mamiferos, representando un objetivo excelente para los
farmacos antifungicos, asi como para la obtencion de posibles vacunas contra el hongo,
ya que la mayoria de sus componentes principales y esenciales no se encuentran en las
células humanas. (Cassone, 1989; Chaffin, 2008; Chaffin et al., 1998; Domer, 1989;
Fukazawa y Kagaya, 1997; Martinez et al., 1998; Nelson et al., 1991; Sentandreu et al,,
1991; Shepherd, 1987; Shepherd et al., 1985).

La pared celular de C. albicans es una estructura compleja, multicapa, ubicada
externamente a la membrana plasmatica. Es responsable de mantener la forma que

caracteriza el crecimiento (levadura e hifas) del hongo. Ademds de mediar en la
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interaccion inicial entre el hongo y el medio ambiente, la pared también desempefia
papel nutricional y actla como una barrera de permeabilidad que protege al protoplasto

contra lesiones fisicas y osmaéticas.

1.3.1. Composicion de la pared celular

Los principales componentes (80-90%) de la pared celular de C. albicans son
carbohidratos: (a) manano o polimeros de manosa asociados covalentemente con
proteinas para formar glicoproteinas (también denominadas manoproteinas); (b) B-
glucanos, que son polimeros ramificados de glucosa que contienen enlaces B- 1,3 y B-
1,6; y (c) quitina, que es un homopolimero no ramificado de N-acetil-D-glucosamina

(GIcNACc) que contiene enlaces B-1,4.

Las proteinas y los lipidos también se encuentran presentes en la pared celular,
aungue como componentes minoritarios. Los B-glucanos y la quitina son los
componentes estructurales que forman una red microfibrilar rigida, y las proteinas y las
manoproteinas estan unidas a este esqueleto ademas de estar presentes en la superficie
externa. Los polimeros de manosa (manano) representan aproximadamente el 40% del
carbohidrato total de la pared. Aunque el manano no existe como tal en la misma, sino
gue se asocia covalentemente con proteinas. El término manano también ha sido
utilizado para referirse al principal componente inmunodominante presente en la capa
externa de la pared de C. albicans. Las proporciones relativas de los principales

componentes macromoleculares de la pared celular se muestran en la tabla I.2.

Tabla I.2. Composicion de la pared celular de levaduras de C. albicans (Klis et al., 2001).

Macromolécula Peso seco (%)
Manoproteinas 35-40
-1,6-glucano 20
-1,3-glucano 40

Quitina 1-2
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Los diferentes componentes de la pared interaccionan entre si para dar lugar a
la arquitectura general de la misma. Los estudios de microscopia electrénica han
revelado la existencia en la misma de varias capas, la apariencia de las cuales es variable
y parece estar relacionada con la cepa estudiada, las condiciones de crecimiento, la
morfologia y la preparacién de las muestras (Poulain et al., 1978). Por lo tanto, no hay
consenso sobre el nUmero de capas presentes en la pared celular. (Bobichon et al., 1990;

Cassone, 1989; Poulain, 1978).

Como se muestra en el esquema (Figura 1.2.) los polisacaridos microfibrilares (B-
glucanos y quitina), parecen estar mas concentrados en la capa interna de la pared
celular adyacente a la membrana plasmatica. Esta capa proporciona una estructura
rigida que protege la célula contra los cambios en la presidn osmdtica y otras agresiones
ambientales. La capa fibrilar externa es amorfa y se compone principalmente de
complejos de manoproteina y fosfomanoproteina, los cuales confieren hidrofobicidad a
las células de C. albicans (Chaffin et al., 1998; Cutler, 2001), una propiedad que

desempefia un papel sumamente importante en la virulencia de la misma.

ﬁ ﬁﬁ §§ &‘%i 3 __—— Capa fibrilar

___,___,.-f-" manoprotelnas

o B-glucano

B-glucano-quitina
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e
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Manoproteinas

B e T
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~—__ Membrana Plasmatica

Figura 1.2. Representacion esquematica de la estructura de la pared celular. La pared celular de
C. albicans puede considerarse como una estructura multicapa. Las capas indican zonas de
enriquecimiento para un componente o componentes macromoleculares determinados.
(Blanes, 2012).
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1.3.1.1. Glucano

El glucano es el componente mayoritario de la pared celular de C. albicans,
representando cerca del 60% de su peso seco. Este polimero se encuentra constituido
por moléculas de D-glucosa con uniones B, siendo el tipo mayoritario el B-1,3,
encontrandose también uniones B-1,6 en menor cantidad. El B-1,3 glucano es por lo
tanto el componente estructural mayoritario en la pared de C. albicans, formando una
red tridimensional elastica que rodea a la célula y que actia como un andamio para la
uniodn de otros componentes macromoleculares. El B-1,6 glucano y la quitina se unen a
los extremos no reductores terminales de las cadenas laterales del B-1,3 glucano. (Kollar

etal., 1997; Smits et al., 1999).

El glucano es sintetizado por glucano sintetasas, complejo enzimatico que se
encuentra localizado en la membrana plasmatica, catalizando cadenas lineales de
moléculas de polisacdrido, con una masa molecular media de 240 kDa y un grado de
polimerizacién de unos 1.500 residuos de glucosa. A la cadena lineal formada por las
uniones B-1,3, se le unen cada 40 o 50 residuos nuevas unidades de glucosa mediante
uniones B-1,6 dando asi lugar a una estructura ramificada (Manner et al., 1973). Este
tipo de estructura hace que tenga un gran numero de extremos no reductores que le
permiten unirse a otros glucanos, a la quitina o a las manoproteinas proporcionando a
la pared una gran resistencia mecanica esencial para mantener la integridad celular

(Chauman et al., 2002; Lipke y Ovale, 1998).

El B-1,6-glucano juega un papel importante en la estructura de la pared ya que
actla como interconector entre la red tridimensional del B-1,3 y las proteinas GPI-CWP.
Ademas, una pequefia cantidad de quitina se une directamente al mismo. El B-1,6-
glucano es un polimero altamente ramificado con longitudes de cadena de
aproximadamente entre 60-600 residuos de glucosa (promedio 300-350) (Kollar et al.,

1997).
1.3.1.2. Quitina

La quitina es un polisacarido lineal formado por mas de 2.000 unidades de N-
acetilglucosamina unidas por enlaces B-1,4, (Lipke et al.,1998). Estas cadenas se asocian

de modo antiparalelo, unidas mediante enlaces de puentes de hidrogeno, formando lo

11



INTRODUCCION

gue se conoce como microfibrillas que pueden estar formadas por entre 20 a 400
cadenas. Este tipo de estructura hace que la quitina sea uno de los polimeros naturales
mas insolubles que existen y su unién con el B-1,3 glucano forma, como hemos
comentado anteriormente, la estructura de la pared celular del hongo al cual se

encuentran asociados el resto de componentes de la misma.

De todos los componentes de la pared, la quitina es la que se encuentra en
menor cantidad, aunque el porcentaje depende de la morfologia del hongo. En la forma
de levadura el contenido oscila entre un 1y 2% del peso seco de la pared, mientras que
en el micelio de Candida, el contenido puede ser 3 veces superior (Chattaway et al.,

1968).

La sintesis de quitina implica una reaccién de transglicosilaciéon
de residuos de N-acetilglucosamina (GIcNAc) del sustrato universal UDP-N-
acetilglucosamina a la cadena creciente del polisacarido, esta reaccién se encuentra
catalizada por la enzima quitina sintasa que se encuentra localizada en el citosol en el
interior de microvesiculas especializadas denominadas “quitosomas”, las cuales son
responsables del transporte de la enzima de su lugar de sintesis a su punto de accién

(Ruiz- Herrera et al., 2006).

En C. albicans han sido descritos cuatro genes relacionados con la sintesis de
quitina: CHS1, CHS2, CHS3 y CHS8 (Martinez y Gonzalbo, 1994; Munro y Gow, 2001). De
todos ellos CHS1 es el Unico gen esencial, este gen se encuentra implicado en la sintesis
de quitina durante la gemacion, la septacion de la hifa y el crecimiento de la pared
celular, su perdida es letal. El resto de genes se encuentran implicados en los procesos
dinamicos de la pared durante la divisidn y la septacion de la hifa, su expresion cambia

en esos momentos, pero no afectan a la supervivencia del hongo (Munro y Gow, 2001).

1.3.1.3. Manano

la capa externa de la pared celular de C. albicans consiste predominantemente
en un complejo sistema de mano-oligosacdridos, que no existen como tales sino en

asociacidon covalente con proteinas (manoproteinas), y constituyen aproximadamente

12
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el 40% del contenido total de polisacaridos de la pared celular del hongo (Chaffin et al.,
1998). El termino Manano se refiere solo al componente mano-oligosacarido de las

manoproteinas (Chaffin et al., 1998; Chauhan et al., 2002).

El manano de la pared celular no solo es el principal antigeno de Candida,
responsable de la especificidad de las diferentes reacciones seroldgicas (Martinez et al.,
1998), sino que también juega un papel importante en la adhesién, el reconocimiento
del hospedador y la virulencia (Calderone y Fonzi, 2001). Este componente contiene
homopolimeros de manosa (como constituyente principal), 3-5% de proteinay 1-2% de
1992). Es también el responsable de la hidrofobicidad de la

fosfato (Reiss et al.,

superficie celular del hongo (Chaffin et al., 1998).

Los polimeros de manosa se unen a las proteinas a través de residuos de
asparagina (mediante enlaces N-glicosidico a GIcNAc) y a treonina o serina (mediante

enlaces O-glicosidicos) (Figura I.3).
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Figura 1.3.

Estructura del manano de C. albicans.
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Los enlaces N-glicosidicos unen polimeros de manosa altamente ramificados y
de alto peso molecular al aminoacido asparagina del péptido, presentando un nucleo
altamente conservado (tanto en los hongos como en células animales (Tanner y lehle,
1987). Son los responsables de la inmunodeficiencia observada en el hospedador
durante las candidiasis, dado que inhiben la respuesta antigeno-especifica de las células
T al poseer dominios de unidn con la IL-2 (Zanetta et al., 1998). Algunos residuos de
manosa pueden encontrarse fosforilados a través de enlaces manosil fosfodiester

(Ballou, 1990).

Los enlaces O-glicosidicos unen los oligomanosidos a residuos de serina y/o
treonina formando cadenas lineales cortas que contienen de una a cinco unidades de a-
manosa. Este tipo de enlace se caracteriza por ser sensible al tratamiento con alcali (B-
eliminacion). La presencia de gran cantidad de restos O-glicosidicos contribuye a que la

proteina adopte una conformacion extendida (Jentoft, 1990).

1.3.1.4. Glicolipidos

Aunque el contenido de glicolipidos en la pared celular de Candida Spp, es bajo,
representan entre un 1y un 7% de su peso seco, sus funciones son importantes. Actian
generalmente como receptores o antigenos, presentando ademas un importante papel

en la traduccidn de la sefial en la sintesis de la pared celular (Chauhan et al., 2002).

1.3.1.5. Proteinas de la pared celular

Las proteinas que forman parte de la pared celular estan constituidas
generalmente por una parte proteica enlazada covalentemente con una cadena de
hidratos de carbono, que como hemos comentado con anterioridad son principalmente
manosas, de ahi que de un modo genérico se les denomine manoproteinas. Las
manoproteinas representan entre un 45-50% del peso seco de la pared, encontrandose
distribuidas por toda ella y acumuldandose de un modo especial tanto en su superficie

como en las proximidades de la membrana plasmatica (Chaffin et al., 1998).

Entre las funciones a destacar de las manoproteinas se encuentran:
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e Funcion estructural, formando parte como componentes intrinsecos en la
estructura de la pared celular como por ejemplo Hwp1 (Staab y Sundstrom, 1998),
Pagl3 (Gelis et al., 2012) o Rbt1 y Rbt5 (Braun et al., 2000).

e Actuar como adhesinas, como las proteinas de la familia Als (Hoyer, 2001).

e Promotoras en el reconocimiento e invasion de las células epiteliales del huésped.

e Actividad enzimatica, tales como las fosfolipasas (lbrahim et al, 1995) y las
proteasas asparticas (Sap) (Hube et al., 1997).

e Actuar en los mecanismos de defensa frente al sistema inmune del hospedador

e Promover la formacién de biopeliculas.

La utilizacion de estudios tanto bioquimicos como moleculares ha dado un
importante empuje en el conocimiento se las manoproteinas de la pared celular de
C. albicans, se han identificado cientos de ORFs que codifican especies proteicas de

la misma.

Las manoproteinas se encuentran distribuidas de un modo amplio, pudiéndolas
encontrar tanto secretadas al espacio peripldasmico, o como componentes de la pared
celular unidas a los polimeros estructurales de la misma (glucanos y quitina). Pueden
encontrarse desde las zonas proximas a la membrana plasmatica (en las capas mas
internas de la pared) hasta las zonas mas superficiales (Valentin et al., 1987, 2000).

(Figura 1.4.)

;;;;;

B -1,6-Glucano

Proteinas Internas

v Quitina
—» B -1,3-Glucano

. L= N Espacio Periplasmico
T TS TITISIITRY Membrana lasmitic

Figura I. 4. Modelo propuesto para la arquitectura de la pared celular en levaduras. Modificado
por Valentin et al., 2000)
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Las proteinas que forman parte de la pared, pueden encontrarse unidas a la
misma por diferentes tipos de enlaces, desde uniones débiles no covalentes tales como
puentes de hidrogeno y/o interacciones de tipo hidrofébico proteinas unidas mediante
enlaces covalentes por puentes disulfuro (Ruiz herrera et al., 2002); proteinas unidas
covalentemente al glucano y liberadas por digestion enzimatica del mismo (Garcera et
al., 2003; Valentin et al., 1984) estas ultimas se pueden diferenciar atendiendo a que

polimero se encuentran unidas (Gpi y Pir).

En este contexto de proteinas unidas a la pared, a las que llamaremos CWP
“verdaderas” se incluyen solo aquellas que presentan un motivo secretor (péptido
sefial), son N-y / u O-glicosiladas, y ademas poseen otras caracteristicas especificas,
tales como un motivo de unidn a GPI o repeticiones internas especificas (Ruiz-Herrera
et al., 2006). En contraste con estas CWPs, se han encontrado algunas proteinas no
glicosiladas en la pared de C. albicans (Pitarch et al., 2002), cuya relevancia y mecanismo
de retencion no estan aclarados. Estas incluiran CWPs unidas a través de puentes
disulfuro a otras CWPs, (Chaffin, 2008; Chaffin et al., 1998) y enzimas periplasmicos que
se liberan porque la pared celular se ha vuelto mas permeable como resultado de la
rotura de uniones covalentes (de Nobel et al., 1990). Dentro de estas proteinas podemos
indicar la proteina Pral (Sentandreu et al., 1998) o enzimas de la via glucolitica
localizadas en la superficie celular de C. albicans (Chaffin, 2008; Chaffin et al., 1998;
Eroles et al., 1997; Gil-Navarro et al., 1997; Lépez-Villar et al., 2006; Monteoliva et al,,
2002; Pitarch et al., 2004).

Tal como hemos comentado se han identificado dos tipos principales de CWPs
unidas covalentemente, las dependientes de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (GPI-CWPs) y
las Pir-CWPs (Kapteyn et al., 1999b). Los GPI-CWP, que representan hasta un 88% de
todas las CWPs, se encuentran unidas a través de B-1,6-glucano a un extremo no
reductor de una molécula de B-1,3-glucano (Kapteyn et al., 1995, 1996, 1999a; Kollar et
al., 1997). Por otro lado, las Pir-CWP se unen directamente al B-1,3-glucano a través de
un enlace sensible a los alcalis, sin ninguna interconexién directa con el resto de B-1,6-

glucano.
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Figura. I.5. Esquema de los componentes de la pared celular de C. albicans. Las flechas indican
la orientacién de los polisacaridos desde un extremo no reductor hasta el extremo reductor. Un
numero relativamente pequefio de cadenas de quitina estd relacionado con las moléculas de -
1,6-glucano. (Blanes 2012).

En relacidon a lo expuesto, en la Figura I.5. se representa un modelo de la
arquitectura de la pared celular de C. albicans basado, basado en datos de Kapteyn et
al. (1996, 1999 a); Kollar et al. (1995, 1997) y Smits et al. (1999), adaptado por Klis et al.
(2001).

La funcién particular de las distintas especies de CWPs puede ser variada, pero
en muchos casos sus funciones especificas no se conocen. En conjunto, limitan la
permeabilidad, protegiendo el esqueleto de la degradacién de enzimas externos y a la
membrana plasmatica de compuestos toxicos (De Nobel et al., 1990) y asi mismo, son
las responsables de la hidrofobicidad de la pared celular (Masuoka y Hazen, 1997) y de
la antigenicidad de la misma (Chaffin et al., 1998). Algunas CWP estan implicadas en la
remodelacién de la pared, otras pueden tener papel en la adhesion celular, como es el
caso de las GPI-CWPs codificadas por la familia de genes ALS (secuencia de tipo
Aglutininas) a la que pertenecen todas las adhesinas. Con respecto a la funcién de Pir-
CWPs estdn involucradas en el mantenimiento de la integridad de la pared celular.

(Kapteyn et al., 2000; Martinez et al., 2004).
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1.3.1.5.1. Proteinas GPI-CWPs

Las GPI-CWPs son ricas en residuos de Ser y Thr y se encuentran altamente
glicosiladas mediante enlaces O-glicosidicos. Estas proteinas son especies unidas a
lipidos que contienen una secuencia sefial C-terminal que permite la unién a GPI. El
anclaje de las proteinas unidas a GPI (GpiPs) puede eliminarse mediante la accion de
fosfolipasas especificas (Griffith y Ryan, 1999), convirtiendo la proteina en una forma
soluble en agua. Este tipo de proteinas unidas por enlaces glicofosfatidilinositol,
comparten una serie de caracteristicas: un péptido sefial en la regidn N-terminal, una
secuencia rica en serinas y treoninas que proporcionan los sitios de O-glicosilacién y un
dominio hidrofébico C-terminal para la unidn transitoria a la membrana del RE, y el
llamado sitio w, por donde la proteina se escinde para unirse al anclaje GPI (Thomas et

al., 1990, Caro et al., 1997). (Figura I.6.).

N O O o (63 ]

Figura I. 6. Esquema general de una proteina GPI-CWPs. Man: manosa, w: sitio de unién GPI.
(Moscardo 2013)

El sitio w se localiza 9 a 10 aminoacidos antes del dominio hidrofébico C-terminal
y se ha sugerido que los aminoacidos previos al sitio de unién GPI (sitio w) sirven como
sefal para determinar si una proteina GPl se localiza en la pared celular o en la
membrana plasmatica. Esta sefial consiste en una region de aminoacidos hidrofdbicos,
seguida de otra regidn corta de aminodcidos mas hidrofilicos y un punto de unidn
formado por tres residuos de aminoacidos llamados w, w + 1y w + 2. La escision de la
proteina tiene lugar entre w y w + 1, y el anclaje GPI permanece unido al aminoacido w
(Nuoffer et al., 1993). Seguidamente a la sintesis de la proteina en el RE, el anclaje GPI
reemplaza a la regién transmembranar C-terminal y esta transferencia es catalizada por

una GPI-transamidasa.
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Las GPI-CWPs representan en C. albicans aproximadamente el 88% de todas las
proteinas de la pared celular unidas covalentemente. Aunque parecen estar
involucradas directa o indirectamente en la virulencia, sus funciones en la adhesion,
reconocimiento celular, biosintesis y remodelacion de la pared todavia no se encuentran

completamente establecidas.

1.3.1.5.2. Proteinas Pir-CWPs

Como hemos comentado anteriormente, dentro de las proteinas que se
encuentran unidas covalentemente a la pared, encontramos un conjunto de proteinas
unidas mediante enlaces dlcali sensibles conocidas como ASL-CWPs. A este grupo
pertenecen la familia de proteinas Pir -CWPs (Proteins with Internal Repeats). Se trata
de proteinas altamente glicosiladas, caracterizadas por la presencia de un numero
variable de repeticiones internas. Se encuentran unidas directamente al B-1,3 glucano
mediante enlace alcali-sensible, no presentando interconexion con el 3-1,6 glucano.

(Kaptein et al., 2000). (Figura. 7).

9 000

Figura I.7. Esquema general de una proteina Pir. (Moscardo, 2013).

(kex2)

HzN OOH

En S. cerevisiae se han descrito cinco proteinas de la familia Pir: Pirlp (Toh-e
et al.,, 1993; Mrsa et al., 1997), Pir2p/Hsp150 (Toh-e et al., 1993; Moukadiri y Zueco,
2001), Pir3p (Toh-e et al., 1993; Mrsa et al., 1997) y Pirdp (Moukadiri et al., 1999) y Pir5p
(Ecker et al., 2006).

Todas las proteinas presentan una serie de caracteristicas comunes:

- Se extraen de la pared principalmente mediante tratamientos con dlcali
diluido o mediante tratamiento con B-1,3 glucanasas.

- Presentan cuatro cisteinas en idéntica posicion en el extremo C-terminal.
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- Todas ellas presentan repeticiones internas variables en su secuencia de
aminodacidos, estas repeticiones van desde una en Pir 4 hasta 11 En Pir2
de S. cerevisiae.

- Son sintetizadas como preproteinas y procesadas en el aparato de Golgi
mediante la proteasa Kex29 que corta a nivel del externo C-terminal en
la secuencia —Lys-Arg- o — Arg-Arg- (Toh-e et al., 1993).

- Algunas proteinas Pir, pueden estar unidas a la pared mediante puentes
disulfuro, pudiendo ser liberadas de la misma mediante agentes
reductores (Moukadiri y Zueco, 2001).

- Algunas proteinas Pir, tales como Pir 2 o Pir 4 de S. cerevisiae, pueden ser

secretadas al medio de cultivo.

1.4. Factores de Virulencia de C. albicans

El termino virulencia se refiere al grado de patogenicidad de un microrganismo,
es decir a la capacidad que presenta un microrganismo para causar una enfermedad. En
este hecho se encuentran implicados un conjunto de factores tanto del agente patdgeno
como del hospedador. Dependiendo entre otros del nimero de organismos infectantes,
de la ruta de entrada en el hospedador, de los efectos de los mecanismos de defensa 'y
de las caracteristicas intrinsecas del microrganismo, dichas caracteristicas son lo que se
conoce como factores de virulencia. La mayoria de patdgenos, incluyendo especies de
genero Candida, han desarrollado un bateria de factores y estrategias especificas para
ayudar en su capacidad de colonizar los tejidos del hospedador, causar enfermedades y

superar de ese modo las defensas del mismo.

Los factores de virulencia expresados y/o requeridos por las especies de Candida
y en particular por C. albicans, pueden variar dependiendo del tipo de infeccidn
(superficial o sistémica), del sitio y etapa de la infeccién, y de la respuesta del
hospedador. Conocer los factores de virulencia del microorganismo haria posible
determinar como se modifica la relacion entre éste y su hospedador. Los principales

factores asociados a Candida estan relacionados con la produccién de enzimas
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hidroliticos (aspartil proteinasas secretadas SAP, fosfolipasas y lipasas), dimorfismo,
cambios fenotipicos, Quorum Sensing (QS), la presencia de moléculas de
reconocimiento superficial (adhesinas y receptores de ligandos en tejidos del
hospedador, hidrofobicidad y capacidad de formar biopeliculas, entre otros. La base
molecular y celular, asi como el posible papel de los potenciales factores de virulencia
han sido estudiados por distintos grupos de investigacién. (Calderone y Fonzi, 2001;
Chaffin, 2008; Gow, 1997; Gow et al., 2002; Kuppra 2009; Mayer et al 2013; Modrzewska
y Kurnatowski, 2015; Moyes et al., 2015; Pande et al., 2013; Sundstrom, 2002; Tao et
al., 2014; Wang et al., 2007; Zheng et al., 2004).

El fendmeno de virulencia es por lo tanto complejo coexistiendo muchos factores
desencadenantes que se encuentran interrelacionados. Seguidamente vamos a
comentar algunos de ellos, dedicando un apartado especial a la formacién de

biopeliculas.

1.4.1. Morfogénesis

C. albicans se diferencia de otros hongos por su capacida d para crecer tanto en
forma de células de levadura como de micelio bajo diferentes condiciones ambientales,
“in vitro” esta transicion se puede provocar por distintos factores como suero,
temperatura de crecimiento a 37 °C, N-acetilglucosamina, pH neutro, 5% de CO; e

inanicion (Buffo et al.,1984; Kumamoto y Vinces, 2005).

Ademas de las formas de levadura y micelio, que son las mas habituales, también
podemos encontrar, como hemos comentado anteriormente, otros dos tipos de
morfologias: pseudohifas, células alargadas que permanecen unidas tras la gemacion y
clamidosporas, células redondeadas de pared gruesa que se forman en condiciones
desfavorables. Vemos pues que podemos encontrar al menos cuatro morfologias
definidas (levadura, pseudohifa, clamidospora e hifa) que fueron ya descritas por

Winner y Hurley (1964). (Figura I.1.).

La transicion morfoldgica entre células de levadura y micelio, estd considerada
como un importante factor de virulencia en C. albicans (Biswas et al., 2007),
sugiriéndose que ambas formas son importantes para su patogénesis (Jacobsen et al.,
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2012). Las células de levadura parecen jugar un importante papel en la diseminacién
durante la infeccidn, mientras que las hifas contribuyen a realizar un mayor dafio tisular
y son mas invasivas (Berman y Sudbery, 2002; Jacobsen et al., 2012; Saville et al., 2003).
La transicién de levadura a micelio se considera importante dado el hecho de que las
hifas se encuentran siempre en estados patoldgicos, mientras que las células de
levadura también se pueden encontrar en intestino y vagina de un gran porcentaje de
poblacién que no presentan sintomas de enfermedad (Cassone, 2008), pero en tejidos
infectados se pueden encontrar ambas formas. Se ha observado que mutantes
monomorficos presentan virulencia, considerandose desde hace afios que la virulencia
no depende de la forma morfoldgica “per se”, sino de la capacidad de realizar el cambio

fenotipico (Kruppa, 2009).

La expresion diferencial de genes inducida por los sistemas de traduccion de
sefales que activan la formacidn de hifas, es responsable de cambios tanto, en el ciclo
de divisidn celular como en la composicidn y en la organizacion de la pared fungica que
originan el cambio de morfogénesis. Muchos de estos cambios producidos en la
expresion génica no se encuentran relacionados con el control de dicho proceso, sino
con la respuesta y/o adaptacion de la célula a los cambios ambientales, confiriendo a las
hifas caracteristicas particulares (adhesiéon, hidrofobicidad, enzimas proteoliticos, etc.
(Mayer et al, 2013; Sudbery, 2011). Ademas, las hifas son capaces de presentar un
crecimiento direccional en respuesta al contacto con superficies solidas, conocido como
“tigmotropismo”. Esta capacidad hace que C. albicans identifique e invada uniones
intercelulares, asi como pequenfias alteraciones asociadas con la integridad celular (Gow

etal., 1994, 2002; Kumamoto y Vinces, 2005).

1.4.2. Cambio fenotipico

El fendmeno conocido como cambio fenotipico “phenotypic switching” o
transicion “Blanco-Opaco” (White-Opaque), implica el cambio reversible y hereditario
entre dos o mas fenotipos genéricos, distinguibles por diferencias en la morfologia de

las colonias de C. albicans (Soll, 1992). Esta variacion fenotipica se produce en cepas

22



INTRODUCCION

patégenas de distintos hongos. C. albicans presenta esta capacidad de un modo
espontaneo, reversible y con una frecuencia elevada (10* a 102. Esta estrategia le
permite una rapida adaptaciéon en respuesta a distintos desafios ambientales. La
capacidad de crecer en diferentes formas morfoldgicas es critica tanto para su estilo de
vida comensal como para su existencia como patégeno. (Pande et al., 2013; Tao et al.,

2014; Whiteway y Bachewich, 2007).

Junto a las fases blanca y opaca ha sido descrita una fase intermedia “gris”, con
lo que actualmente se considera, en C. albicans, un cambio fenotipico " Blanco-Gris-

Opaco' (Tao et al., 2014).

La cepa WO fue la primera en la que se identificd la transicién entre “Blanco-
Opaco”, la cual cambia de forma espontaneamente entre una fase y otra (Soll, 1997;
Slutsky et al., 1987). Esta cepa se ha utilizado clasicamente para el estudio de los
mecanismos implicados en el cambio fenotipico, utilizandose como modelo
experimental (Slutsky et al., 1987). Mediante el empleo de Chips de ADN, se sabe que
aproximadamente 400 ORFs varian su nivel de expresion durante el cambio Blanco-
Opaco, entre estos genes se encuentran WHI1y EFG1 como especificos de la fase Blanca

y genes como OP4, SAP, SAP3 y CDR3 especificos en la Opaca (Lan et al., 2002).

La variabilidad antigénica que presentan los distintos fenotipos, se considera
como un mecanismo del hongo para evadir las defensas del huésped. Los anticuerpos
desarrollados frente a un primer antigeno no son eficaces frente a las células que hayan
sufrido este cambio, y estas células podran desarrollarse de un modo selectivo frente a

las que no hayan sufrido variaciones.

1.4.3. Quorum Sensing (QS)

C. albicans es capaz de modular su cambio morfoldgico a través de cambios en
la densidad celular. Este hecho aparece antes de los cambios de morfologia y de la
produccién de proteasas (Saps). Es un fendmeno que le sirve al hongo para la
comunicacidn de las células del mismo entre si, desarrollando un comportamiento de

tipo cooperativo al que se le dio el nombre de “Quorum Sensing” (QS) (Kuppra 2009).
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La base de este control celular dependiente de la densidad, es similar a la que se
observa en las células bacterianas que regulan sus actividades a través de la deteccién
de quorum. Se han identificado distintas moléculas que afectan la capacidad de C.
albicans de sufrir el cambio de levadura a micelio, y tres compuestos: Tyrosol, farnesol,
y acido farnesodico, han demostrado ser moléculas autoinductoras del sistema de QS

(Raina et al., 2010; Martins et al., 2007; Gregus et al., 2010).

EL Farnesol y acido farnesoico bloquean la transicién morfoldgica de la levadura
a la forma micelial. Mientras que la molécula de tyrosol, ha sido descrita como una
molécula de autorregulacién que tiene implicaciones importantes en la dinamica de
crecimiento y morfogénesis del hongo, acelerando la formacion de los tubos germinales,
es decir, favorece el desarrollo filamentoso de esta levadura, pero su efecto depende
de la menor presencia del farnesol que seria la molécula reguladora principal (Chen et
al., 2004; Devau et al., 2010). Niveles exdgenos de farnesol de hasta 300 mM no alteran
la tasa de crecimiento, sino que las células crecen como levaduras en lugar de
filamentos. El farnesol induce la formacion de biopeliculas, este mismo autoinductor, es
considerado un factor de virulencia durante la infeccidn sistémica y un factor de

proteccion durante la infeccidn de las mucosas (Cugini et al., 2010).

1.4.4. Secrecion de enzimas hidroliticos

La secrecidn de proteasas y otras enzimas hidroliticas, constituyen un importante
factor de virulencia puesto que facilitan la progresién del hongo en los tejidos del
hospedador. Las principales enzimas secretadas por C. albicans son las aspatil proteasas

(Saps), fosfolipasas y lipasas.

1.4.4.1. Aspartil proteasas. (Secreted aspartyl proteinases) (Saps)

En C. albicans esta actividad se encuentra formada por una familia de genes de
al menos 10 miembros. Ocho de estas proteasas (Sap 1-8) se secretan al espacio
extracelular, mientras que Sap 9 y 10 se encuentran unidas a proteinas de membrana.

Estas enzimas presentan todas ellas una actividad éptima a pH acido, presentando una
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amplia especificad de sustrato. La secreciéon de Saps permite a C. albicans utilizar
proteinas exdgenas como Unica fuente de nitrogeno. A diferencia de otras aspartil
proteasas, las de Candida pueden degradar colageno, queratina, mucina, asi como
degradar inmunoglobulinas y citoquinas (Negi et al.,1984). Estos amplios espectros de

sustratos hacen que las Saps jueguen un papel critico en la patogénesis del hongo.

La presencia de esta familia de genes SAP sugiere que distintas Saps pueden
presentar diferentes funciones durante el proceso infeccioso y, por lo tanto, pueden
jugar papeles cruciales en la patogénesis provocada por C. albicans. La produccién de
Saps parece estar asociada con otros factores de virulencia de Candida, tales como la
formacién de hifas y el cambio fenotipico, y también puede estar involucrado en la
adherencia de células fungicas a diferentes de tejidos del hospedador. Las proteasas
asparticas controlan varios pasos en la evasion de la inmunidad innata y degradan las
proteinas relacionadas con la defensa inmunolégica (anticuerpos, complemento y
citoquinas), permitiendo que el hongo escape de la primera linea de defensa del
huésped. Las Saps son pues una de las familias de genes de virulencia mas versatiles y
multifuncionales presentes en C. albicans (Hube, 2004, 2006; Hube y Naglik, 2001;
Monod, 2002; Naglik et al., 2003, 2004).

La expresion de los distintos genes Saps, depende de las condiciones
ambientales, las proteinas Sapl sap2 y sap3 son secretadas solo por levaduras y
contribuyen al dafio tisular e invasion del epitelio, algunos genes como SAP4, SAP5, SAP6
se inducen cuando las células de levadura son fagocitadas por los macréfagos (Borg von
zepelin et al., 1998; Hube, 2000). SAP4 y SAP6 se expresan de un modo mayoritario en
la fase micelial (Felk et al., 2002; korting et al., 2003). Tanto Sap9 como Sap10 tienen
secuencias consenso C-terminal tipicas para las proteinas GPI lo que implica que estan

ancladas a la membrana y no se secretan extracelularmente.

1.4.4.2. Fosfolipasas y lipasas

Estos otros enzimas liticos, se han correlacionado con la capacidad patégena de
C. albicans, ya en 1995 Ibrahin et al., observaron una correlacién entre la produccion de

estos enzimas y la virulencia del hongo.
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La accidén de las fosfolipasas consiste en hidrolizar uno o mas enlaces éster de
glicerol-fosfolipidos. Se han identificado distintas fosfolipasas en C. albicans (A, B, Cy D,
lisofosfolipasay lisofosfolipasa-tansacilasa) (Mukherjee y Ghannoum, 2002). Desde hace
tiempo se conoce la accidn de las fosfolipasas en la penetracién de células hospedadoras
(Pugh y Cawson, 1977) asi como en la adhesidn e invasidn de células epiteliales (Barrett-
Bee et al., 1985; Jayatilake et al., 2005). Estudios realizados mediante la interrupcién
del gen de la fosfolipasa B de C. albicans (CaPLB1) demostraron, que las cepas carentes
del mismo disminuian mucho su capacidad de penetracion en las células del
hospedador, mientras que la introduccién del gen provocaba la recuperacién de la

virulencia (Ghannoum, 2000; Mukherjee, et al., 2001).

Finalmente, las lipasas y esterasas se caracterizan por su capacidad de catalizar
la hidrdlisis de enlaces éster de mono-, di- y triacil-gliceroles o incluso fosfolipidos. El
papel y las funciones de las lipasas durante las infecciones por C. albicans se asocia a
una amplia actividad lipolitica, que puede contribuir a la persistencia y virulencia de C.
albicans en el tejido humano. Las lipasas secretadas de C. albicans estan codificadas por
una familia de genes con al menos 10 miembros (L/P1-LIP10). (Hube, 2000; Schofield et
al. 2005; Stehr et al., 2004).

1.4.5. Adhesion

La adherencia de C. albicans a las células del hospedador, a otros microrganismos
y/o a superficies abidticas, se considera sumamente importante tanto en el
comensalismo como en la patogenicidad, siendo esencial en la colonizacidon y en la
supervivencia. Mientras que el contacto inicial célula-célula estad mediado a través de
fuerzas pasivas, incluidas las fuerzas de van der Waals e interacciones hidrofébicas, la
adhesién es mas compleja, en ella se encuentran involucradas tanto moléculas
especificas de reconocimiento superficial (adhesinas y receptores de ligandos en tejidos
del hospedador), como propiedades fisico-quimicas superficiales. Se considera que los
factores mas importantes que median la adhesividad son la presencia de moléculas de

adhesina y receptores para ligandos del hospedador, hidrofobicidad de superficie celular
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(CHS) y morfogénesis de hifas (Calderone, 1993 a, b; Calderone et al., 2000; Fukazawa y
Kagaya, 1997; Hazen y Glee, 1995; Hostetter, 1994; Masuoka, 2004; Sundstrom, 2002).

La adhesion requiere la interaccion de adhesinas con receptores de células
hospedadoras (Chaffin, 2008; Moyes et al., 2015). Las hifas son consideradas
generalmente la morfologia mas adherente de C. albicans, pero la mayor parte de la
adhesion inicial es probable que ocurra entre las levaduras y células epiteliales, siendo
posteriormente inducida la formacién de hifas después del primer contacto con la
superficie de la célula hospedadora (Moyes et al., 2015). Una vez que se forman las hifas,
las adhesinas se expresan exclusivamente en la superficie de la mismas, adquiriendo

gran importancia en los procesos de adhesion posteriores (Moyes et al., 2015).

Una adhesina es una biomolécula que promueve la adherencia a células del
hospedador o a ligandos especificos. Se conocen distintos tipos de adhesinas en C.
albicans tales como Als, Hwp1p, Intlp y Mnt1, las cuales son criticas para la colonizacion

e induccién de enfermedad. (Zhu y Filler, 2010).

Existen otras moléculas de la superficie de C. albicans que también son
importantes en la adhesion y penetracion tales como polisacaridos, glicoproteinas,

lipidos y estructuras como las fimbrias (Henriques, et al., 2006; Tronchin et al., 2008).

a) Als ((Agglutinin-Like Sequence)

Las Als (secuencia similar a la aglutinina) son el grupo mejor estudiado de
adhesinas en C. albicans (Mayer et al., 2013). Se han descrito ocho miembros que estan
codificados por la familia de genes ALS (ALS1-7 y ALS9). Mientras ALS1-4 codifica
adhesinas especificas para tubos germinales e hifas, Als5-7 y Als9 pueden encontrarse

en la superficie de las células de levadura (Modrzewska y Kurnatowski, 2015).

Las proteinas Als se encuentran distribuidas uniformemente en la superficie
celular en lugar de agruparse focalmente. Esta localizacion es atribuible a sus secuencias
hidrofébicas amino y carboxi terminales, que se demostraron bioquimicamente para
funcionar como una secuencia de sefial secretora, y un motivo de anclaje

glicosilfosfatidilinositol (GPI), respectivamente (Hoyer, 2001; Hoyer et al., 1998 b;
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Kapteyn et al., 2000). En la pared celular de C. albicans, las proteinas Als estdn
relacionadas con el B-1,6-glucano y se comportan como una especie unida a GPI (GPI-

CWP) (Kapteyn et al., 2000).

Estas proteinas de la pared celular contribuyen de manera importante a las
propiedades adherentes de C. albicans, actian como adhesinas convencionales y no
convencionales y son potencialmente importantes para la co-adhesién de comunidades

microbianas mixtas en biopeliculas y superficies mucosas (Klotz et al., 2007).

b) Las caracteristicas comunes de las proteinas GPI-CWPs sugieren que otras
proteinas con estas caracteristicas también podrian actuar como adhesinas,
especialmente si presentan expresion especifica en hifas dada la adhesividad potenciada
mostrada por las mismas en comparacidn con las células de levadura. En este contexto,
dos genes de C. albicans que codifican proteinas de clase GPI-CWP con determinantes
de anclaje en la pared celular son CSA1 (Lamarre et al., 2000) e HYR1 (Bailey et al., 1996).
CSA1 se regula positivamente durante la produccidn de hifas, pero también se encuentra
en las superficies de las yemas en cultivos de levadura en crecimiento exponencial,

mientras que HYR1 es especifico de las hifas.

c¢) Hwpl(Hyphal wall protein)

Otra proteina unida a GPI asociada a hifas Hwp1l (Hyphal wall protein) juega
también un papel importante en la unién a las células hospedador Es una manoproteina
gue se expresa en la superficie de las hifas de C. albicans. La regién N-terminal de Hwp1
sirve como sustrato a las transglutaminasas asociadas a las células epiteliales,
provocando una unién de forma covalente a través de enlaces cruzados de residuos
glutamina de la region N-terminal de Hwp1 (Huang, 2012; Lim et al., 2012; Moyes et
al.,2015; Staab et al., 1999).

A esta adhesina también se le ha asignado un papel importante en la formacion
de biopeliculas al unirse a Als1 y Als3 mediando en la unidén de las hifas entre si (Nobile

etal., 2008; Zhu y Filler, 2010).
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d) Otras adhesinas

Eapl (adherencia mejorada al poliestireno), fue identificada originalmente
debido a su similitud con una proteina de S. cerevisiae unida a GPly encontrandose que
facilita la adhesién de las células fungicas a poliestireno, a células epiteliales del
hospedador, interacciones célula-célula y también parece desempefiar un papel en la
formacidén de biopeliculas de C. albicans “in vitro” e “in vivo” (Li y Palecek, 2003, 2008;

Li et al., 2007).

Iff4, forma parte de una familia de 12 proteinas que se expresan en la superficie
celular y apoyan la adherencia a las células epiteliales orales (Zhu y Filler, 2010). Se
requiere un nivel correcto de expresion de Iff4 para maximizar la virulencia, ya que
niveles muy altos aumentan la susceptibilidad a la muerte por neutréfilos en pacientes

inmunocompetentes, pero no en neutrépenicos (Zhu y Filler, 2010).

Mp65 estd involucrada en la adhesién de C. albicans mediando la union a
diversos sustratos, pero también contribuye indirectamente a la adhesion modificando
la estructura de la pared celular a través de su actividad glucanasa, facilitando asi la

expresion o funcién de otras adhesinas (Sandini et al., 2007; Zhu y Filler, 2010).

Intl. El gen INT1 de C. albicans codifica una especie de proteina (Intl) que es
similar a las adhesinas de leucocitos de vertebrados, se une a proteinas de la matriz
extracelular e induce cambios morfolégicos en respuesta a seiiales extracelulares
(Calderone, 2002). La eliminacion de INT1 causé fenotipos mdultiples, incluida la
reduccion parcial de la adhesion al epitelio, la pérdida de virulencia y la inhibicion de la

transicion de levadura a micelio (Gale et al., 1998).

e) Los polisacaridos de la pared celular de C. albicans estan implicados en la

union a las células epiteliales. Se conoce desde hace afios que el manano desempenfa
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un papel importante en la adhesidn de C. albicans a las células endoteliales vasculares

(Rotrosen et al., 1985).

1.4.6. Hidrofobicidad de la superficie celular (CSH)

Como se ha comentado con anterioridad, la adhesion del hongo a los tejidos del
hospedador es un paso imprescindible para el inicio de la infeccién. C. albicans es capaz
de adherirse no solo a la superficie de las células de distintos tejidos del mismo, sino que

también es capaz de adherirse a superficies abidticas como proétesis, catéteres etc.

La adhesion de Candida a las distintas superficies, tanto bidticas como abidticas,
depende también de enlaces de tipo electrostatico, en los que jugaria un papel
importante la hidrofobicidad de la pared del hongo. Es conocido que las células
hidrofdbicas se adhieren con mayor facilidad a los tejidos, y presentan ademas una

mayor resistencia a la fagocitosis.

Las interacciones hidrofdbicas entre la superficie celular de C. albicans y las
superficies bioldgicas o inertes contribuyen de un modo importante a la adherencia,
favoreciendo el contacto adhesina-ligando entre el hongo vy la superficie en contacto, asi
como la entrada del hongo a regiones internas del huésped. La hidrofobicidad de su
superficie permite a C. albicans localizarse y/o crecer en compartimentos no
colonizables inicialmente al conferir a las células la capacidad de adaptarse a las
condiciones nutricionales fuertemente restrictivas que existen en esos compartimentos
(Zajic y Seffens, 1983). La expresion de la hidrofobicidad de la superficie de C. albicans
es un proceso dinamico, las células pueden modificar el caracter de su superficie en
periodos de tiempo cortos (menos de 30 min) (Hazen y Hazen, 1987), lo cual es
consubstancial con el mayor caracter invasivo que se le atribuye al micelio. (Mayer et al,

2013).
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I.5. Biopeliculas

Zobell describié en el afio 1943 que cuando se mantenia agua de mar en una
botella de vidrio el nUmero de microorganismo en suspension disminuia gradualmente
y por el contrario el nUmero de microorganismos adheridos a las paredes internas de la
botella aumentaba de modo progresivo (Zobell, 1943). Pero no fue hasta 30 anos
después cuando se aceptd que el modo de vida en forma de biopeliculas es lo habitual
y no la excepcién (Costerton et al., 1995). El concepto de universalidad acerca de la
formacién de biopeliculas, ha evolucionado como consecuencia del interés en el estudio
de las mismas. Inicialmente se pensd en la existencia de un reducido nimero de especies
microbianas que tenian la caracteristica de ser buenas formadoras de biopeliculas,
desde hace afos se considera que la formacion de biopeliculas es una caracteristica
universal de los microorganismos (bacterias, hongos e incluso virus) (Kolter, 2005). De
modo general se define una biopelicula como una comunidad de células adherentes que

presentan propiedades distintas de las células flotantes (planctdnicas) (Kolter, 2010).

Actualmente se considera que, para muchos microorganismos, el estado de
biopelicula es probablemente el mas habitual en sus ambientes “naturales”. Algunos
ejemplos de formacién de las mismas son: los sedimentos intermareales que contienen
biopeliculas de cianobacterias, o las biopeliculas de algas formadas en estructuras
artificiales como tuberias. Las biopeliculas también se forman sobre diversos
biomateriales (por ej. valvulas cardiacas implantadas, donde se desarrollan biopeliculas
de Staphylococcus epidermidis), tejidos vegetales (por ej. las raices de las leguminosas
colonizadas por biopeliculas de rizobios) y tejidos de mamiferos donde con frecuencia
se encuentran biopeliculas de C. albicans. Los efectos locales de las biopeliculas en sus
entornos son complejos; pueden ser favorables, dafiinos o benignos, e incluso estos
efectos pueden cambiar con el tiempo. Se estima que las biopeliculas son responsables
de un modo u otro de mas del 80% de todas las infecciones microbianas en Estados

Unidos (Fox y Nobile, 2012).

Las biopeliculas tienen un gran impacto en la salud humana. Por ejemplo, son
biopeliculas la placa dental, la colonizacidon crdnica de las vias respiratorias de pacientes
con fibrosis quistica, asi como la capa de microorganismos que crece en las superficies

de las mucosas en forma de aftas, o la infeccidn vaginal por levaduras (Candida spp.).
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Muchos de los avances en la tecnologia médica han proporcionado nuevos y peligrosos
nichos para la formacion de las mismas. Los dispositivos médicos implantados
proporcionan superficies para el crecimiento de la biopelicula, lo que provoca en

muchos casos un reservorio de los microrganismos en el hospedador.

¢Qué es pues una biopelicula? Las biopeliculas se definen como asociaciones de
microorganismos que estan unidos a una superficie bidtica o abidtica. Estan compuestas
principalmente de células microbianas que se desarrollaron bien a partir de una sola
especie o una comunidad derivada de multiples especies. Las biopeliculas mixtas son la
situacién habitual en la naturaleza (las biopeliculas formadas por una Unica especie
microbiana son raras en entornos naturales y se limitan principalmente al laboratorio).
Las biopeliculas estan constituidas ademas de por células, por sustancias poliméricas
extracelulares (SPE) de origen microbiano y otros materiales particulados,
principalmente estructuras celulares y materiales de desecho. Los SPE constituyen la
denominada Matriz Extracelular (ME) de la biopelicula en la que se encuentran
embebidas las células microbianas. La ME desempefa un papel esencial en las
propiedades fisicas de la comunidad microbiana dentro de la estructura de la

biopelicula.

La formacién de las biopeliculas puede considerarse como un proceso de etapas
multiples. El primer paso seria la unidén o colonizacién inicial de una nueva superficie por
parte de las primeras células ("células pioneras"). Posteriormente se produce la
proliferacion y agregacion celular para producir una capa basal de microcolonias de
anclaje. Para las especies microbianas moviles, este proceso a menudo requiere una
transicion a células inmdviles. En algunas bacterias (por ejemplo, varias especies del
género Pseudomonas), la interaccion inicial célula-superficie se encuentra mediada por
la motilidad flagelar, mientras que los pili tipo IV que no son imprescindibles en la unién
superficial inicial, parecen ser importantes para la posterior interaccion célula-célula.
Las bacterias inmoviles tales como estafilococos o células de levadura (por ejemplo,
Candida spp.) necesitan una unidn a la superficie celular distinta, asi como mecanismos
de interaccidn célula-célula que todavia no se conocen en su totalidad. Una vez se han
asociado un numero suficiente de células para formar las microcolonias, dichas células

empiezan a producir la ME. La produccion de la misma da como resultado una unién
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mas firme y la aparicién de la estructura de la biopelicula madura (Nobile y Mitchell,

2007). La apariencia microscépica de ME se muestra en la figura 1.8.

La ME se encuentra implicada en la adhesién, participando tanto en las
interacciones célula-célula como entre estas y la superficie sobre las que se adhieren,
preservando asi la integridad de la arquitectura de la biopelicula. Asi mismo desempeiia

funciones protectoras tales como la unién y/o inactivacion de agentes antimicrobianos,

asi como la evasién a la respuesta del sistema inmunitario del hospedador.

Figura 1.8. Biopeliculas mixtas. A) Biopelicula polimicrobiana cultivada en una superficie de acero
inoxidable en un reactor de agua potable durante 14 dias, tefiida con 4,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) y observada mediante microscopia de epifluorescencia. La presencia de la matriz
extracelular (ME) se detecta claramente (B) Observacidn por microscopia electrénica de barrido
(21,850 x aumentos) que muestra la superficie de una biopelicula madura en la que las células
estan embebidas en la ME de la biopelicula. (de Donlan, 2002).

Las células integradas en el ME se comunican entre si y muestran un
comportamiento grupal coordinado modulado por un proceso llamado deteccion de
quérum (Zhangy Dong, 2004). Los procesos de deteccion de quérum son aquellos en los
gue los comportamientos microbianos o sus respuestas se rigen por la densidad celular.
Dichos comportamientos comunitarios estan generalmente determinados por
moléculas de sefializacién, cuya acumulacién es una medida de la densidad celular
(Keller y Surette, 2006). La deteccidon de quérum tiene un papel fundamental en los

distintos tipos de biopeliculas (Peleg et al., 2010; Siehnel et al., 2010).

Como se ha comentado anteriormente las biopeliculas fuera del laboratorio son
multiespecies, su crecimiento y estabilidad en los diferentes entornos (cavidad oral, el
tracto urogenital humano y el intestino humano entre otros), requieren interacciones

especificas célula-célula entre células genéticamente distintas. Este tipo de
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interacciones no son aleatorias. La distancia célula-célula es un factor clave que
determina los procesos de sefializacion y comunicacién. La comunicacion representa el
intercambio de moléculas entre células genéticamente distintas que da como resultado
un cambio en el fenotipo o en la expresion génica en el receptor. En el caso de senales
gue permanecen inmaviles en el interior de la biopelicula, es sumamente importante la
yuxtaposicion de las células para conseguir una efectiva comunicacién entre ellas, en
este contexto, la ME presenta un papel esencial en el mantenimiento de la proximidad

apropiada entre células (Richard et al., 2008).

Se conocen diversas sustancias utilizadas por las células en la comunicacion
célula-célula. Por ejemplo, la molécula autoinducer-2 (Al-2) es utilizada entre otras en la
comunicacion entre bacterias Gram-negativas y Gram-positivas (Richard et al., 2008;
Nobile y Mitchell, 2007). En hongos, se sabe que tanto los alcoholes (farnesol y tirosol)
como las feromonas de acoplamiento peptidico funcionan como moléculas de
sefnalizacidn, tanto entre célula-célula interespecies como intraespecie (Alby y Bennett,
2011; de Sordi y Mihlschlegel, 2009; Deveau y Hogan, 2011; Nickerson et al., 2006; Soll,
2011).

Biopelicula madura
Celulas planctonicas
Quorum
O @ sensing

v€§2§g§;>
| m— _— — — —
/ Microcolonias

D D D
Adhesion

Figura 1.9. Etapas basicas en la formaciéon de las biopeliculas. Unién inicial de bacterias
plancténicas (vida libre) “células pioneras”, a una superficie es seguida por la proliferacién y
agregacion celular produciendo una capa basal de microcolonias de anclaje. La produccién de la
ME que recubre las células conduce a la aparicién de la biopelicula madura.
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En el 2007 Flemming y colaboradores se refirieron a la SPE como "la materia
oscura de las biopeliculas" debido tanto a la variedad de componentes biopoliméricos
de la ME como a la dificultad para su analisis. La composicion tanto cualitativa como
cuantitativa de la SPE puede variar mucho entre las biopeliculas, dependiendo de los
microorganismos que la componen, las fuerzas de unién, la temperatura y/o la
disponibilidad de nutrientes. La SPE inicialmente se denomind “polisacaridos
extracelulares", pero se cambid dicho nombre debido a que la ME contiene ademas
proteinas, acidos nucleicos (ADN), lipidos y otros biopolimeros (Allison et al. 2003;

Wingender et al., 1999).

En la figura 1.10. se muestran esquematicamente los componentes poliméricos
extracelulares mayoritarios (SPE) en diferentes dimensiones, asi como las diferentes
clases de interacciones fisicoquimicas débiles y el enmarafiamiento de los biopolimeros

gue influyen principalmente en estabilidad de la matriz (Flemming y Wingender, 2010).

La capacidad de ciertos microrganismos patégenos de formar biopeliculas parece
facilitar la supervivencia de estos en el medio ambiente y/o hospedador. Esto podria
deberse a la acumulacién y dispersidn de un numero suficiente de células desde la
biopelicula madura. Los microambientes heterogéneos que ocurren dentro de las
biopeliculas pueden promover una poblacién de microorganismos diferenciada tanto
fenotipica como genotipicamente que permiten la supervivencia en condiciones

ambientales cambiantes y facilitando la infeccion (Hall-Stoodley y Stoodley, 2005).

Es conocido desde hace afios que las células sésiles (asociadas a la biopelicula)
son tanto fisioldgica como fenotipicamente diferentes a las células no adheridas
(plancténicas) y una de las principales propiedades de las células sésiles es su mayor
resistencia a los agentes antimicrobianos (Donlan y Costerton, 2002; Mah y O 'Toole,
2001; Stewart y Costerton, 2001). La formacién de biopeliculas se considera
habitualmente la razén subyacente por la que fracasa el tratamiento con un agente
antimicrobiano. Entre un 65% y un 80% de todas las infecciones microbianas estan
relacionadas con la formacién de las mismas, por lo tanto, las biopeliculas son muy

importantes para la salud publica.
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Figura 1.10. Sustancias poliméricas extracelulares (SPE) de la matriz en diferentes dimensiones.
(a) Modelo de una biopelicula bacteriana unida a una superficie sélida. La formacion de la
biopelicula comienza con la unién de una célula a una superficie. Se forma una microcolonia
mediante la divisiéon de la bacteria, y se inicia la produccién de la matriz de la biopelicula. A
continuacion, se pueden reclutar otras bacterias a medida que la biopelicula se expande debido
a la divisién celular y a la posterior produccion de componentes de la matriz. (b) Los principales
componentes de la matriz, polisacaridos, proteinas y ADN, se distribuyen entre las células en un
patréon no homogéneo, estableciendo diferencias entre regiones de la matriz. (c) Las distintas
clases de interacciones fisicoquimicas débiles y el enmarafiamiento de biopolimeros que
dominan la estabilidad de las SPE de la matriz. (d) Simulacidon de la interaccion entre el
exopolisacarido alginato (derecha) y la enzima extracelular lipasa (izquierda) de Pseudomonas
aeruginosa en solucién acuosa (Flemming y Wingender, 2010).
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1.5.1. Matriz Extracelular de la biopelicula

En la mayoria de las biopeliculas, los microorganismos representan menos del
10% del peso seco, mientras que la ME puede representar mas del 90% del mismo. La
ME forma la estructura para la arquitectura tridimensional de la misma y es responsable
de la adhesién a las superficies y de la cohesién. La ME no genera un entorno
homogéneo, sino que, por el contrario, la distribucidn de sus componentes proporciona
una estructura fisica que forma microdominios que conducen a una heterogeneidad
espacial y funcional en una escala micrométrica (Lawrence et al., 2007). La formacion de
una biopelicula permite un estilo de vida completamente diferente del estado
planctdnico, permitiendo la inmovilizacion de las células, manteniéndolas en estrecha
proximidad, lo que favorece interacciones intensas, incluida la comunicacién célula-
célula, y la formacién de microasociaciones sinérgicas. Ecoldgicamente, la competencia
y la cooperacién en el espacio confinado de la matriz conduce a una adaptacién
constante de la aptitud de la poblacién. Sin embargo, no esta claro si la matriz confiere

una ventaja ecoldgica a todas las células de la biopelicula.

Con respecto a las SPEs, se han demostrado una serie de ventajas para el modo
de vida de la biopelicula entre ellas caben destacar: a) adhesién, agregacion de células
microbianas y cohesién de biopelicula, (b) barrera protectora frente desecacion,
defensas especificas e inespecificas del hospedador, agentes antimicrobianos, cationes
metadlicos, radiacién UV, y la mayoria de depredadores protozoarios (polisacaridos y
proteinas), (c) retencién de agua (polisacaridos hidroéfilos y proteinas), (d) adsorcién de
compuestos organicos e iones inorganicos (cargados y / o polisacaridos hidrofdbicos y
proteinas), (e) actividad enzimatica (proteinas) , (f) fuentes de nutrientes, (g)
acumulacién, retencion y estabilizacion de enzimas mediante su interaccién con
polisacdridos, y (h) transferencia horizontal de genes entre células integrantes de la

biopelicula . (Flemming y Wingender, 2010).
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1.5.2. Naturaleza y funciones bioldgicas de los componentes de la ME.
1.5.2.1. Polisacaridos

En la mayoria de las biopeliculas los polisacaridos son una fraccion importante
de las SPEs. Se conoce la ubicuidad de los mismos dentro de la ME, tanto en biopeliculas
formadas en ambientes naturales como en las asociadas a infecciones cronicas
humanas, asi como en biopeliculas de cultivo puro en el laboratorio. La mayoria de estos
polisacaridos son moléculas largas, lineales o ramificadas, con una masa molecular de
0.5 x 10° a 2 x 10° Daltons. Aunque algunos de ellos son homopolisacaridos, la mayoria
son heteropolisacaridos, consisten en una mezcla de residuos tanto de azucares neutros
como cargados, que contiene sustituyentes organicos y/o inorganicos que afectan de un
modo importante a sus propiedades tanto fisicas como bioldgicas. Por ejemplo, entre
los homopolisacaridos, la celulosa es un componente critico en la ME de las biopeliculas
de Salmonella typhimurium, S. enteritidis y Escherichia coli en los que aporta resistencia

a los antimicrobianos. (Zogaj et al., 2001; Serra et al., 2013).

Muchos heteropolisacaridos detectados en SPE son polianidnicos (alginato,
xantano) aunque también existen especies policatidonicas, como una adhesina
intercelular (PIA) descubierta por primera vez en patégenos bacterianos nosocomiales
pertenecientes al género Staphylococcus (Jefferson, 2009). Ademas de la funcién
adhesiva en la matriz de biopelicula, la PIA también tiene una funcién protectora, ya que
la pérdida superficial de la misma aumenta la destruccion de las bacterias por parte de
las células inmunitarias del hospedador. En Pseudomonas aeruginosa, el cual es uno de
los modelos mejor estudiados para la formacion de biopeliculas, se sabe que al menos
tres heteropolisacaridos distintos, alginato, un polisacarido rico en glucosa (PEL) y un
polisacarido compuesto por bloques repetitivos de pentasacdridos que contienen D-
manosa, D-glucosa y L -ramnosa (PSL) contribuyen al desarrollo y la arquitectura de la
biopelicula. El alginato se encuentra involucrado en el establecimiento de microcolonias
al comienzo de la formacion de la biopelicula, pero también se sabe que es responsable
de la estabilidad mecdnica de la biopelicula madura, mientras que el PEL es esencial para

la formacion de biopeliculas en las interfases aire-liquido y en las a unidas a una
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superficie, el PSL participa en la adherencia a superficies abidticas y bidticas y en el

mantenimiento de la arquitectura de las mismas (Ryder et al., 2007; Ma et al., 2009).

Aunque los estudios mas amplios de biopeliculas se han realizado en bacterias,
se sabe que los polisacaridos también son un componente importante de la matriz de
las biopeliculas de C. albicans actuando frente algunos agentes antimicrobianos vy, por
lo tanto, contribuyendo a la resistencia intrinseca de la biopelicula (Flemming y
Wingender, 2010; Nobile y Mitchell, 2007). Constituyen el 25% de su peso seco
(Zarnowki et al 2014). Los exopolisacaridos principales son similares a los componentes
polisacaridos principales de la pared celular de C. albicans, aunque sus proporciones
relativas y estructura en el material exopolimérico de la biopelicula son diferentes. Los
polisacaridos mas abundantes en la matriz de la biopelicula de C. albicans (que
constituyen aproximadamente el 87%) son mananos, mas especificamente, a-1,2
ramificados y a-1,6 mananos. Estos polisacaridos se encuentran asociados con glucanos
B-1,6 lineales (en oposicion a los altamente ramificados encontrados en la pared
celular), que constituyen aproximadamente el 13% de todos los carbohidratos en un
complejo de manan-glucano, indicando una interaccion fisicoquimica entre glucano y
residuos de manano. Ademads, cada componente tiene caracteristicas estructurales
diferentes a los de la pared del hongo; por ejemplo, el manano encontrado en la matriz
de la biopelicula existe como una estructura mucho mds grande (hasta 12.000 residuos
de manosa) en comparacion con el manano de la pared celular (aproximadamente 150
residuos) (Chaffin et al.,, 1998; Zarnowki et al.,, 2014). Contrariamente a lo que se
pensaba anteriormente, el B-1,3 glucano, que representa el polisacarido principal de la
pared celular y que desempefia un papel importante en la resistencia de la biopelicula a
los farmacos (Nett et al., 2007; 2010 a; 2010 b; Talf et al., 2012), solo representa una
pequefia parte del total de carbohidratos de la matriz de la biopelicula (Zarnowki et al

2014).

1.5.2.2. Proteinas

La ME de la biopelicula puede contener cantidades importantes de proteinas

gue, en general, pueden superar con creces el contenido de polisacaridos. Tanto las
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proteinas unidas a la superficie celular como las secretadas contribuyen a la
composicion de la misma y, dependiendo de su funcion bioldgica se pueden distinguir
diferentes categorias proteicas. En la biopelicula han sido detectados distintos enzimas
extracelulares (proteasas, quitinasa, a- y B-glucosidasas, B-glucuronidasa, lipasas,
esterasas y fosfatasas, entre otros), muchos de los cuales estan implicados en la
degradacion de polimeros hidrosolubles (polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos) y
compuestos insolubles en agua (como celulosa, quitina y lipidos), asi como particulas
orgdnicas que estan atrapadas en la biopelicula (Wingender y Jaeger, 2002). Las enzimas
extracelulares se retienen eficientemente en la ME de la biopelicula por su interaccién
con los polisacdridos. Algunas enzimas que degradan SPE pueden producir moléculas
pequefias capaces de ser utilizadas como fuente de carbono y energia por las células,
otros enzimas pueden estar involucrados en la degradacién de SPE estructurales para
promover el desprendimiento de las células de las biopeliculas y otras pueden actuar
como factores de virulencia durante procesos infecciosos asociados a la formacidén de

las biopeliculas (Flemming y Wingender, 2010)

Las proteinas representan aproximadamente el 55% del peso seco de la ME de
las biopeliculas de C. albicans (Zarnowki et al., 2014). Mediante la utilizacion de técnicas
de protedmica se observd que existia una gran similitud entre las proteinas de la ME y
los componentes proteicos presentes en los sobrenadantes de cultivos plancténicos
(Thomas et al., 2006). Estos resultados indicarian que los materiales secretados durante
el crecimiento "artificial" en el laboratorio en condiciones plancténicas terminaran
formando parte de la matriz durante el crecimiento como biopelicula, que es el modo
de crecimiento mas probable durante la infeccidn. Las proteinas que se encuentran en
la ME incluyen algunas predichas para formar parte del secretoma (principalmente
glicoproteinas), pero también proteinas sin péptido sefal, con predominio de enzimas
glucoliticas y proteinas de choque térmico (Thomas et al., 2006; Chaffin et al., 1998;
Martinez et al.,, 2016; Nombela et al., 2006, Zarnowski et al., 2014). En el estudio
realizado por Zarnowski et al., en el 2014, utilizando técnicas de protedmica, se
identificaron 565 proteinas diferentes en la ME de la biopelicula incluyendo como
hemos comentado anteriormente proteinas predichas para ser secretadas, pero

también muchas sin péptido sefial. Esto sugiere una via de secrecion no cldsica y/o la
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acumulacién de proteinas después de la muerte celular. Un andlisis funcional indicé que
se representaron un total de 16 vias metabdlicas diferentes, con una preponderancia de
enzimas implicadas en el metabolismo de carbohidratos y aminoacidos, y también
algunas enzimas potencialmente implicadas en la degradacion de la matriz para

promover la dispersion de la biopelicula (Zarnowki et al., 2014; Uppluri et al., 2010).

Por todo lo indicado anteriormente, parece obvio que la identificacion de
componentes proteicos propios de la matriz de biopelicula es un objetivo complicado.
Los analisis transcripcionales en C. albicans demostraron hace tiempo que existen
diferencias en el transcriptoma entre las hifas y las células de levadura y entre los
organismos plancténicos y las biopeliculas (Garcia-Sanchez et al., 2004; Murillo et al.,
2005; Yeater et al., 2007). Esto implica cambios cuantitativos en la abundancia de
proteinas. En este contexto, se han publicado enfoques globales para la protedmica de
la abundancia de proteinas de superficie subcelular en distintas etapas del desarrollo de
biopeliculas, comparando las biopeliculas con un solo cultivo planctdnico (Mukherjee et
al., 2006; Thomas et al., 2006). En un analisis proteémico realizado por Martinez-
Gomariz et al. (2009) a fin de evaluar y comparar posibles cambios globales en la
abundancia de proteinas en células de levadura, hifas y biopeliculas (en donde se
pueden encontrar tanto levaduras como hifas), cuantificaron diferencias e identificaron
proteinas que se encuentran diferencialmente en la superficie de las tres poblaciones.
El analisis tanto del citoplasma como del subproteoma de la superficie celular reveld
patrones de abundancia de proteinas unicos para cada condicién de crecimiento, ya
sean sésiles o planctdnicos (Martinez-Gomariz et al., 2009). En consecuencia, al menos
en C. albicans, todavia no se ha identificado una composicién polipeptidica cualitativa
especifica de la ME, aunque los hallazgos experimentales indican que las diferencias
entre los perfiles de polipéptidos unidos a biopeliculas (SPE y células sésiles) o a células
planctdnicas son de tipo cuantitativa y no cualitativo. Aunque posiblemente tales
diferencias pueden ser lo suficientemente significativas para determinar muchas, si no

todas, de las caracteristicas estructurales y funcionales de las biopeliculas.
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1.5.2.3. ADN extracelular (ADNe)

Aunque inicialmente el ADNe se consideré como material residual de células
lisadas, es cada vez mds evidente que no es solo una parte integrante de la ME, sino que
ademas también es responsable de algunas caracteristicas intrinsecas del modo de vida
de la biopelicula (Flemming y Wingender, 2010; Martins et al., 2010). En el C. albicans

su proporcién en la matriz es de aproximadamente de un 5%. (Zarnowki et al., 2010).

El ADNe en las biopeliculas de P. aeruginosa funciona como un conector
intercelular y por ejemplo en las de Bacillus cereus el ADNe es utilizado como adhesina
(Vilain et al., 2009; Yang et al., 2007). En general, en muchas especies microbianas, se
cree que el ADNe juega un importante papel en la estabilizacion de la matriz
manteniendo unidas las biopeliculas. Sin embargo, Berne et al. (2010) indicaron que en
las biopeliculas de Caulobacter crescentus promueve la dispersion celular al inhibir la

incorporacion de nuevas células en la biopelicula

El origen del ADNe presente en las biopeliculas parece diferir entre las especies.
Los mecanismos propuestos implicados en la liberacién de ADNe en la matriz incluyen
lisis celular, deteccion de quérum y excrecion de vesiculas que contienen ADN (Martins
et al., 2010). El ADN presente en la ME de la biopelicula de C. albicans estd compuesto
en gran parte por secuencias aleatorias no codificantes (Zarnowki et al., 2014).
En cualquier caso, las células lisadas no parecen ser la Unica fuente de ADNe, y no se
puede excluir la excrecion activa del mismo (Flemming y Wingender, 2010). El ADN
extracelular también tiene actividad antimicrobiana, causando lisis celular por cationes
guelantes que estabilizan el lipopolisacarido y la membrana externa bacteriana

(Mulcahy et al., 2008).

1.5.2.4. Agua

Desde un punto de vista cuantitativo, el componente principal de las biopeliculas
es el agua, que puede representar hasta mas del 90% del peso humedo de la biopelicula.
Por lo tanto, las biopeliculas se consideran hidrogeles. La ME proporciona un entorno

altamente hidratado que se seca mas lentamente que su entorno y, por lo tanto, protege
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las células de la biopelicula contra las fluctuaciones en la disponibilidad de agua. La
mayoria de los componentes de la misma son higroscépicos (polisacaridos, proteinas y
ADN son moléculas hidrofilicas capaces de retener agua en ausencia de mecanismos

especificos de unién a la misma (Flemming y Wingender, 2010).

1.5.2.5. Lipidos

Aproximadamente el 15% del peso seco de la ME de C. albicans lo constituyen
los lipidos (Zarnowki et al., 2014). El perfil de los lipidos asociado a la ME incluye
predominantemente glicerolipidos (99.5%), con una proporcion mucho menor de
esfingolipidos (0.5%). La matriz esta enriquecida en glicerolipidos neutros (89.2%),
mientras que los glicerolipidos polares son menos abundantes (10.4%). Diferentes
acidos grasos también se encuentran presentes como los acidos oleico y linoleico en los
glicerolipidos neutros. Los acidos palmitoleico, palmitico, estearico y miristico estan
presentes en cantidades mas pequefias. La fosfatidiletanolamina es la clase mas
abundante de glicerolipidos polares. El ergosterol, el esterol principal en las membranas
de las células fungicas, parece ser el Unico esterol detectado en la matriz de la

biopelicula (Zarnowki et al., 2014).

1.5.3. Desarrollo de las biopeliculas de C. albicans

Aunque las biopeliculas bacterianas y su papel en la enfermedad han sido
investigado con detalle desde hace anos, el estudio de las biopeliculas de hongos

meédicamente relevantes ha llegado a la vanguardia en los ultimos 15 afios.

Las especies del género Candida, y en particular C. albicans, forman facilmente
biopeliculas que de forma similar a las biopeliculas bacterianas, son asociaciones de
células que forman una comunidad organizada con una compleja arquitectura
tridimensional envuelta por la ME y unida a un sustrato sélido (Chandra et al., 2001;
Douglas, 2003; Douglas, 2002; Fox y Novile, 2012; Kumamoto, 2002; Ramage et al.,
2006; Ramage et al., 2009; Verstrepen y Klis, 2006). La mayoria de las manifestaciones

clinicas de la candidiasis tanto a nivel sistémico como en las mucosas se asocian de una
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manera u otra con la formacidon de biopeliculas sobre material inerte o bioldgico.
Ademas, las biopeliculas de Candida han ganado notoriedad por su capacidad para
resistir los agentes antifingicos mas cominmente utilizados. (d'Enfert, 2006; Kojic y

Darouiche, 2004; Pfaller y Dickema, 2007; Ramage et al., 2006).

Se ha demostrado que la formacién de biopeliculas de C. albicans tiene lugar en
cuatro fases de desarrollo distintas (Baillie et al., 1999; Chandra et al., 2001; Douglas,

2003; Hawser y Douglas, 1994; Nobile y Mitchell, 2006; Uppuluri et al., 2010):

1.- adherencia a una superficie (células de levadura esféricas), 2.- proliferaciéon para
formar una capa basal de anclaje de células, 3.- crecimiento de pseudohifas (células
elipsoidales unidas de extremo a extremo) e hifas (cadenas de células cilindricas)
concomitantes con la produccién de material de matriz extracelular, y 4.- dispersion
lenta de células en forma de levadura de la biopelicula para iniciar en nuevas
ubicaciones. En el laboratorio, las biopeliculas de C. albicans pueden desarrollarse sobre
distintos sustratos y en muchos tipos de medios, lo que indica una robustez inherente

del desarrollo de la biopelicula a los cambios en las condiciones externas. (Figura .11.).

Adhesion
1

Formacién
biopeliculas de
Candida albicans

Iniciacion
2

Dispersion
a

Maduracion
3

Figura I. 11. Fases en la formacién de biopeliculas de Candida albicans. 1. Adhesién de las
celulas de levadura a la superficie. 2. Inicio de la proliferacion celular, formacién de la capa basal
de células unidas. 3. Maduracién, crecimiento de hifas y produccién del material extracelular. 4.
Dispersion de celulas de levadura de la biopelicula a la busqueda de otras superficies (Novile y
Johson, 2015).
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La estructura detallada de una biopelicula madura de C. albicans producida “in
vitro” después de una incubacién de 48 horas, consiste en una densa red de levaduras,
hifas y pseudohifas, atrapadas en una ME densa formada por SPE (Figura. 1.12.). Esta
simultaneidad de levaduras, hifas y material de matriz no se observa cuando se realiza
el cultivo en medio liquido o sobre agar, lo que sugiere que la morfogénesis se
desencadena cuando un organismo entra en contacto con una superficie y que la capa
de células basales tiene un papel importante en el anclaje de la biopelicula a la
superficie. “In vivo” se encuentran a menudo en las biopeliculas bacterias junto a
Candida, lo que indica que probablemente se produzcan interacciones entre especies
(Chandra et al., 2001; Douglas, 2003; Andes et al., 2004; Ramage et al., 2001, 2006). La
complejidad estructural de la biopelicula puede crear un gradiente de condiciones
ambientales en el cual las células de C. albicans entran a estados fisioldgicos distintos.
Uno de estos estados puede ser equivalente al de las células de levadura planctdnicas

de fase estacionaria, y, en particular, las células de levadura fundadoras en la superficie

del substrato pueden dejar de crecer.

Figura. 12. Aspecto morfolégico de una biopelicula madura de C. albicans observada mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM). El crecimiento de las células de levadura parece estar
reprimido, el crecimiento de las hifas es elevado y la matriz extracelular envuelve la biopelicula
(de Andes et al., 2004).

Como se ha comentado, las especies del género Candida y de un modo especial

C. albicans, son la cuarta causa mas frecuente de infecciones del torrente sanguineo en
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entornos clinicos y son las especies flngicas predominantes aisladas en infecciones de
dispositivos médicos (Dominic et al, 2007; Pfaller y Diekema, 2007; Wisplinghoff et al.,
2004). Los catéteres venosos urinarios y centrales, los marcapasos, las valvulas
mecanicas del corazdn, las proétesis articulares, las lentes de contacto y las dentaduras
postizas son todos susceptibles a las biopeliculas de C. albicans (Cauda, 2009; Donlan y
Costerton, 2002; Kojic y Darouiche, 2004; Seddiki et al., 2013). Una vez que se forma en
un dispositivo médico implantado, una biopelicula de Candida tiene el potencial de
producir infecciones sanguineas diseminadas y de provocar infecciones sistémicas
invasivas de tejidos y drganos. (Kojic y Darouiche, 2004; NNIS, 2001). La infeccidén por
biopeliculas ocurre en mas del 50% de estos catéteres. Responsables anualmente de
aproximadamente 100,000 muertes y S 6.5 billones en exceso de gastos solo en los
Estados Unidos, estas infecciones tienen por lo tanto serias consecuencias econdmicas
y para la salud. Debido a que las biopeliculas fungicas son en gran medida resistentes a
los farmacos antimicéticos actuales, generalmente se requieren altas dosis de
antifdngicos junto con la extraccion del dispositivo médico colonizado (Andes et al.,
2012; Cornely et al., 2012; Lepak y Andes, 2011). La extraccién de algunos dispositivos
(por ejemplo, valvulas cardiacas y articulaciones artificiales) es costosa y, en algunos
casos, peligrosa, y la administracién de altas dosis de agentes antifungicos (tipicamente
administrados intravascularmente) puede causar complicaciones, que incluyen dafo
renal y hepatico. A menudo, estos tratamientos no son posibles, ya que muchos

pacientes se encuentran en estado critico y serian incapaces de tolerarlos.

Es sumamente importante idear nuevas estrategias para tratar las infecciones
asociadas a las biopeliculas de Candida, siendo un requisito esencial obtener una mejor
comprension de la biologia de las mismas. En los Ultimos afios, los estudios moleculares
han comenzado a aportar datos sobre la transicién al modo de crecimiento de la
biopelicula, sin embargo, la comprensién actual de los mecanismos que controlan la
formacidn de las mismas a nivel molecular todavia es limitada. Los procesos implicados
en las diferentes etapas del desarrollo de la biopelicula son varios y todos ellos
esenciales (interaccién célula-sustrato y la adherencia célula-célula, desarrollo de hifas,
resistencia a farmacos, deteccién de qudérum y produccién de matriz extracelular),

dichos procesos ya fueron resumidos en 2006 por Blankenship y Mitchell. Figura. I. 13.
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Figura. I. 13. Descripcidn del desarrollo de la biopelicula de C. albicans. En la parte superior de
la figura se representa una linea de tiempo de formacién y dispersion. Las categorias indicadas
en el lateral representan procesos importantes o fendmenos bioldgicos en el desarrollo de la
biopelicula; las lineas gruesas negras adyacentes representan la (s) fase (s) durante la cual son
importantes para el ciclo de vida de la biopelicula. Las flechas de colores finos dentro de cada
categoria representan la (s) fase (s) en las que las proteinas enumeradas o los eventos
moleculares contribuyen al respectivo proceso o a los fendmenos bioldgicos. Las flechas verdes
representan un papel positivo de los genes o eventos indicados; la flecha roja indica un papel
negativo (de Blankenship y Mitchell, 2006).

1.5.3.1. Interaccidn célula-sustrato y/o célula-célula

La adherencia de las células de C. albicans tanto a los sustratos sélidos como a
otras células es un paso esencial y necesario para la formacién de la biopelicula. El
crecimiento se inicia cuando C. albicans se adhiere a una superficie y las uniones célula-
célula permiten que las biopeliculas se conviertan en biomasas diferenciadas en capas.
En este contexto, las proteinas Als (para secuencias de tipo aglutinina) han sido
consideradas durante mucho tiempo excelentes candidatas para la adhesion de las
biopeliculas. La expresién de varios genes ALS se encuentra regulada positivamente

durante la formaciéon de la biopelicula y se ha demostrado que algunas proteinas Als
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especificas, por ejemplo, Als2p, parecen desempefiar un papel importante en la

formacion de la misma (Klotz et al., 2007; Zhao et al., 2005).
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Figura 1.14. Proteinas funcionales en el desarrollo de biopeliculas en C. albicans. En la etapa de
adherencia, las células en forma de levadura se adhieren al sustrato. En el paso de iniciacidn, las
células se propagan para formar microcolonias y se forman tubos germinales para producir hifas.
En la etapa de maduracién, la biomasa de la biopelicula se expande, la matriz extracelular
(verde) se acumula y la resistencia a los medicamentos aumenta. En la etapa de dispersion, las
células en forma de levadura se liberan para colonizar el medio ambiente circundante. La mitad
superior del diagrama representa varias relaciones de ruta conocidas. La mitad inferior incluye
proteinas que funcionan en un paso especifico, pero que podrian no estar conectadas a una via
conocida. Para simplificar, se han omitido algunas relaciones de ruta conocidas. Las proteinas se
presentan mas de una vez si tienen funciones en mds de un paso del desarrollo de la biopelicula.
Las barras discontinuas en forma de T indican represion mediante un mecanismo indirecto. Los
simbolos mas y menos indican que el gen o estimula (+) o inhibe (-) la expresion del objetivo.
(de Finkel y Mitchell, 2011).

El analisis de los reguladores transcripcionales de las biopeliculas resaltaron el
papel de las proteinas Als y otras adhesinas en la formacion de las mismas en C. albicans.
Dos factores transcripcionales Berlp y Teclp, fueron identificados en un screening de
mutantes de factores de transcripcion que presentaron defectos en las biopeliculas
(Nobile y Mitchell, 2005; Finkel y Mitchell, 2011). El defecto de biopelicula asociado con
el mutante nulo bcrlA se debe a la inactivacién de adhesinas de superficie celular, como
Hwplp (proteina de pared hifal) y Als3p, que pueden proporcionar las interacciones

necesarias para soportar la integridad de la biopelicula, indicando un defecto funcional
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y no estructural de elementos de las hifas producido por la cepa mutante. Por lo tanto,
las adhesinas dependientes de Bcrlp parecen jugar un papel critico en la formaciony
desarrollo de las biopeliculas de C. albicans “in vitro” e “in vivo”. Nobile et al. (2006 a)
demostraron que la via Bcrlp funciona “in vivo” para promover la formacion de
biopeliculas, y que la adherencia mediada por Als3p es una propiedad fundamental bajo
el control de Becrlp (Nobile et al., 2006; Nobile y Mitchel, | 2005; Nobile et al., 2006 b,
2008; Zhao et al., 2006).

Otras adhesinas conocidas como Hwp1p también contribuyen a la formacién de
biopeliculas, al igual que la proteina Ecelp (Nobile et al., 2006 a). Hwp1p es una proteina
de superficie celular de C. albicans bien caracterizada, expresada solo en hifas, que
media la unién a las células epiteliales orales. Nobile et al. (2006 b) estudiaron el papel
de Hwp1lp en la formacion de biopeliculas de C. albicans utilizando diferentes modelos
tanto “in vitro” como “in vivo” y encontraron que Hwp1lp es critico para la adhesién de
la biopelicula. Este hallazgo fue de suma importancia ya que Hwplp es la primera
proteina de superficie celular que se sabe necesaria para la formacion de biopeliculas
de C. albicans “in vivo” y, en consecuencia, se considera un importante objetivo

potencial para nuevos farmacos antimicéticos especificos.

1.5.3.2. Desarrollo de hifas

C. albicans se distingue de otras muchas especies de hongos por su capacidad
para formar tanto células de levadura como hifas en distintas condiciones ambientales.
Aunque se forman facilmente en cultivos plancténicos, las hifas son un componente
estructural importante de las biopeliculas; por lo tanto, no es sorprendente que los
genes requeridos para el crecimiento de hifas en cultivos en suspensién también sean
necesarios para la formacion adecuada de biopeliculas. Estos incluyen los reguladores
transcripcionales Efgl, Tecl, Ndt80 y Rob1 (Nobile et al., 2012; Ramage et al., 2002). Las
hifas en las biopeliculas contribuyen a la estabilidad arquitectdnica general de la misma,
actuando como soporte tanto para las células de levadura como para otras hifas. Por lo
tanto, la capacidad de formar hifas y la capacidad de estas para adherirse unas a otras y

a las células de levadura son fundamentales para el desarrollo y mantenimiento normal
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de la biopelicula. De hecho, el regulador maestro Bcrl no es necesario para la formacién
de hifas “per se”, pero es necesario la adherencia entre ellas en la biopelicula (Nobile y

Mitchell, 2006).

De hecho, el mutante bcrlA forma hifas de apariencia normal en condiciones de
crecimiento de vida libre pero funcionalmente anormales en el contexto de una
biopelicula, lo que indica que las células de hifas estan especializadas para presentar
moléculas de adherencia que soportan la integridad de la misma y la necesidad de hifas
en el crecimiento de la biopelicula se debe, al menos en parte, al papel de estas
proteinas asociadas a las hifas, mds que al papel mecanico simple de las hifas en si
mismas (Nobile y Mitchell, 2005). En este contexto, los analisis de microarrays indicaron
que el defecto en la biopeliculas asociado con el mutante nulo bcrlA se debe a la
inactivacion de las adhesinas de la superficie celular, como Hwplp y Als3p, que pueden

proporcionar las interacciones necesarias para soportar la integridad de la biopelicula.

1.5.3.3. Biopeliculas y cambio fenotipico

Jin et al. (2005) indicaron que el cambio fenotipico en las biopeliculas de Candida
es diferente del que ocurre en el crecimiento planctonico y afecta a multiples
propiedades bioldgicas de las células. Dicho cambio parece tener importancia en la
diferenciacién de la biopelicula al provocar la generacion de células de levadura con un
metabolismo de carbohidratos, filamentacién, tasas de crecimiento y capacidad de
colonizacidon determinados. Sin embargo, la contribucion del cambio fenotipico en la
diferenciacién de la biopelicula de C. albicans parece no ser clara debido a su baja tasa
de ocurrencia (menos del 1%). En este contexto, Daniels et al (2006) indicaron una
perspectiva muy interesante de los mecanismos implicados en la formacién de
biopeliculas en C. albicans mientras estudiaban procesos de apareamiento entre células
de fenotipos de cambio "blanco" y "opaco". Estos autores observaron que un nimero
muy reducido, el 1%, de células "opacas" mezcladas con el 99% de células "blancas"
duplicaron el grosor de la posterior biopelicula de células "blancas". Las células "opacas"
también parecian causar un aumento en la formacion de hifas en la region media de las

biopeliculas de células "blancas" mayoritarias. La estimulacion se produjo solo cuando
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las células minoritarias "opacas" se derivaron de las cepas de apareamientoa/aya/
0, lo que sugiere que era necesario que las células a / a "opacas" y a / a se estimularan
mutuamente para liberar eficazmente niveles de feromonas. Dichos autores plantearon
la hipdtesis de que en la naturaleza aparecian células "opacas" raras en la superposiciéon
de poblaciones "blancas" a/aya/ a,y que las feromonas que liberaban estimulaban
células "blancas" de tipo de apareamiento opuesto para formar una biopelicula que
facilitaba el quimiotropismo mediante la protecciéon de gradientes de feromonas
solubles. Alby y Bennet (2011) confirmaron que las células "blancas" respondian a las
feromonas mediante la expresion de genes de adhesién que promueven la formacion

de biopeliculas.

1.5.3.4. Dispersion

La capacidad de ciertas células dentro de una biopelicula de C. albicans para
dispersarse en el medio ambiente es quizas la fase de la que menos se conoce en el ciclo
de vida de la biopelicula. Las células se dispersan continuamente durante la formacion
de la misma, y se cree que son principalmente (si no exclusivamente) en la forma de
levadura (Uppuluri et al, 2010). Aunque las células dispersadas se parecen
morfoldgicamente a las células de levadura en crecimiento planctdnico, presentan
caracteristicas distintas. Estas incluyen (en relacién con las células plancténicas) el
aumento de las propiedades de adherencia, la capacidad de formar biopeliculas de
manera mas eficiente y presentan una mayor virulencia en los modelos de ratén
infectados (Uppuluri et al, 2010 a). Se han identificado dos reguladores
transcripcionales de la dispersién de la biopelicula de C. albicans, Nrgl y Ume6; la
sobreexpresion transcripcional de cualquiera de estos los reguladores aumenta el
numero de células liberadas de la biopelicula (Uppuluri et al.,, 2010 a y b). Nrgl
probablemente actua a través de Set3, un complejo de modificacién de la cromatina
(Hnisz et al., 2012; Nobile et al., 2014). De hecho, las cepas mutantes de los miembros
individuales del complejo Set3 formaron biopeliculas extra fuertes que eran incapaces
de una dispersion normal y especialmente resistentes a la alteracion mecanica (Nobile
et al., 2014). Los dobles mutantes Nrgl y Set3 son hiperfilamentosos, incapaces de

crecer en forma de levadura (Hnisz et al., 2012; Uppuluri et al., 2010 b).
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La chaperona molecular Hsp90 también se ha visto implicada en la dispersidn de
la biopelicula de C. albicans, ya que la reduccion de Hsp90 reduce notablemente el
numero de células dispersas de una biopelicula (Robbins et al.,, 2011). La pérdida de
Hsp90 induce la filamentacidn al disminuir la represion mediada por Hsp90 de la ruta de
senalizacion de cAMP-PKA (Shapiro et al., 2009). La proteina de la pared celular Ywp1l
también es importante para la dispersidén de la biopelicula, ya que la eliminacién de
YWP1 conduce a una menor dispersion de la biopelicula y a una mayor adhesividad de
la misma (Granger et al., 2005, 2012). Es posible que cualquier mutacidon que favorezca
a las células filamentosas sobre las células en forma de levadura reduzca la dispersiéon
de la biopelicula. Por lo tanto, se requieren ambos tipos de células para la formacién de

biopeliculas completamente funcionales. (Nobile y Johnson, 2015).

1.5.3.5. Resistencia a antiflingicos

La resistencia inherente de las biopeliculas de C. albicans a los agentes
antimicrobianos es una caracteristica clave del modo de crecimiento de la biopelicula.
Esta resistencia se debe a la regulacion al alza de las bombas de flujo, |la presencia de la
ME vy la presencia de células persistentes recalcitrantes. En C. albicans, principalmente
son dos las clases de bombas de flujo que modulan la exportacién de farmacos: la
superfamilia del transportador de casetes de unién a ATP (incluidos CDR1 y CDR2) y la
principal clase de facilitadores (incluido MDR1) (Cowen, 2008, Ramage et al., 2002). En
las células planctonicas, estas bombas de flujo de salida se regulan positivamente en
respuesta a los farmacos antifungicos; en las biopeliculas, sin embargo, se regulan
positivamente en las primeras horas de contacto con la superficie y permanecen
reguladas al alza durante el desarrollo de la biopelicula, esté o no presente un farmaco
antifungico (Mateus et al., 2004; Nett et al., 2009; Nobile et al., 2012). Esta regulacién
aparentemente automatica de las bombas contribuye claramente a la resistencia de las

biopeliculas al tratamiento con agentes antifungicos.

La ME también contribuye a la resistencia farmacoldgica de las biopeliculas,
actuando como una barrera fisica a la penetracion del farmaco y contribuyendo

directamente a la integridad estructural general de la biopelicula (Al-Fattani et al., 2006;
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Ballie y Douglas, 2000; Nett et al., 2010 b; Nett et al., 2007). El polisacarido B-1,3-glucano
contribuye directamente a la resistencia a farmacos, por lo que el tratamiento de las
biopeliculas con B-1,3-glucanasa aumenta la susceptibilidad de las mismas a fluconazol
(Nett et al., 2007), y la adicién de B-1,3-glucanos exdgenos aumenta la tolerancia de las
células plancténicas al fluconazol (Mitchel et al., 2013). Los genes implicados en la
produccién y administraciéon de B-1,3-glucanos incluyen el gen codificador de sintasa
FKS1 y los genes BGL2, XOG1 y PHRI1, que codifican proteinas implicadas en la
modificacion y transporte de B-glucanos (Nett et al, 2010 a, Taff et al, 20012).
Finalmente, el ADN extracelular presente en la matriz en C. albicans, contribuye
probablemente de un modo indirecto, a la resistencia a los farmacos (Martins et al.,
2010). Un estudio realizado por Martins et al.,, 2012 indico que el tratamiento de
biopeliculas con DNAsa potenciaba la actividad de Caspofungina y Anfotericina B al

alterar las biopeliculas maduras de C. albicans.

1.5.3.6. Regulacion transcripcional

En 2012, se describid una gran red de transcripcidon que controla el desarrollo de
las biopeliculas de C. albicans (Nobile et al., 2012). Esta red consta de seis reguladores
maestros de la transcripcion (Efgl, Tecl, Bcrl, Ndt80, Brgl y Rob1), cada uno de los
cuales es necesario para el desarrollo de biopeliculas en modelos de catéter de rata
tanto “in vitro” como “in vivo” (Nobile et al., 2012). Cada regulador controla asi mismo
la expresién de otros reguladores maestros, lo que conlleva una red compleja y
entrelazada. En conjunto, estos seis reguladores principales se unen directamente a los
promotores y muy probablemente regulan la expresion de aproximadamente 1.000
genes diana, algunos de los cuales son reguladores transcripcionales adicionales. Los
reguladores de la transcripcion forman una red transcripcional elaborada e
interconectada, cada regulador controla los otros cinco y la mayoria de los genes diana
estan controlados por mas de un regulador. El circuito parece estar basado en gran
parte, si no exclusivamente, en la regulacién positiva. Teniendo en cuenta todos los
genes diana de los seis reguladores, |la red de biopeliculas comprende aproximadamente
el 15% de los genes en el genoma (Figura I. 15.). El estudio realizado tanto en condiciones

plancténicas como en biopeliculas indico que varios genes diana desempefian funciones
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en la formacion de hifas, adhesion, resistencia a los farmacos y producciéon de ME (Fox
y Nobile, 2012). Sin embargo, la mayoria de los genes diana identificados recientemente
en la red de biopeliculas aun no han sido estudiados y muchos no tienen similitud con
otros genes caracterizados. El mapeo indica que el conjunto completo de genes diana
esta significativamente enriquecido para genes "joévenes", lo que sugiere que la
capacidad de C. albicans para formar biopeliculas es relativamente recientemente con
respecto a las escalas de tiempo evolutivas. Este hecho proporciona una explicacién de
por qué C. albicans y especies estrechamente relacionadas son algunas de las pocas
especies de hongos capaces de formar biopeliculas en un hospedador de mamifero. Con
el esquema de la red de biopeliculas (que sin dudas es incompleto), ahora es posible
estudiar sistematicamente el papel de los genes diana no reguladores en el desarrollo

de biopeliculas. (Fox y Nobile, 2012).

Figura I. 15. Modelo de red reguladora para la formacién de biopeliculas. Las flechas negras
solidas indican interacciones reguladoras. las flechas grises sélidas indican interacciones de
unién directa solamente. La flecha negra discontinua indica una interaccién reguladora indirecta
solamente. (Nobile et al., 2012).
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1.6. Objetivos y justificacion del trabajo

La incidencia por infecciones fungicas se ha visto incrementada de un modo
notable en los Ultimos 20 afios (Dadar et al., 2018; Pappas et al., 2009; Pfaller y Diekema,
2010), siendo Candida albicans la principal especie causante de micosis tanto sistémicas
como superficiales en el ser humano (Pfaller y Diekema, 2010). En individuos sanos, C.
albicans se comporta como un comensal inocuo que en determinadas ocasiones puede
originar lesiones superficiales en la piel, cavidad oral, tracto gastrointestinal y vagina.
Sin embargo, en pacientes con patologias o condiciones que debiliten su sistema
inmunitario, pacientes trasplantados o sometidos a tratamientos antibidticos intensivos
0 quimioterapia oncoldgica, C. albicans puede ocasionar infecciones sistémicas que
ponen en peligro la vida del paciente (Pfaller y Diekema, 2010). La conversién de
comensal en patdogeno depende de la rotura del equilibrio existente entre el sistema
inmunitario del hospedador y el hongo, es por lo que a C. albicans se le considera un

patégeno oportunista.

Los Institutos Nacionales de la Salud en Estados Unidos estiman que el 80% de
las infecciones en humanos son consecuencia de biopeliculas formadas por patégenos

(http://grants.nih.gov/grants/guide/pa-files/PA-99-084.html). Las biopeliculas son

como sabemos, comunidades de microorganismos formadas sobre superficies bidticas
0 abidticas, que estan recubiertas por una matriz extracelular (ME) formando una
estructura tridimensional compleja. Clinicamente, las infecciones en las que se forman
biopeliculas suponen un problema importante dado que los microorganismos que las
forman son mas resistentes, no solo a los agentes antimicrobianos sino también a las
defensas del hospedador (Harriot y Noverr, 2011). La mayoria de las candidiasis, tanto
mucocutaneas como sistémicas, se consideran directamente relacionadas con la
formacién de biopeliculas en materiales médico-quirdrgicos (protesis, catéteres,

valvulas cardiacas, lentes intraoculares, sondas urinarias...).

La primera estructura de C. albicans que interacciona con las células del
hospedador y con el entorno es la pared celular, siendo esta estructura esencial en la
formacion de las biopeliculas capaces de actuar como fuente de diseminacién del hongo
y por tanto de la patologia que provoca. El conocimiento de la biologia de la superficie

celular, asi como de ME de las biopeliculas es de gran interés para el posible desarrollo

55


http://grants.nih.gov/grants/guide/pa-files/PA-99-084.html

INTRODUCCION

de vacunas contra C. albicans. La obtencion de las mismas ademads de prevenir o
mejorar las posibles candidemias diseminadas, supondria un importante ahorro
econdmico en los costes directos ocasionados por estos pacientes, tales como los
derivados de su ingreso hospitalario (presentan estancias hospitalarias prolongadas) y
costes indirectos derivados de los posibles efectos adversos originados por algunos

antifungicos.

Nuestro grupo de investigacion lleva trabajando durante afios en el estudio de la
pared celular de levaduras, en especial de C. albicans, y en |la formacion de biopeliculas
y componentes de la ME de las mismas. En la mayoria de las biopeliculas, los
microorganismos representan menos del 10% de su peso, mientras que practicamente
el 90% restante esta constituido por la ME, de ahi su importancia tanto desde el punto
de vista cualitativo como cuantitativo. Respecto al componente proteico de la ME de las
biopeliculas se tiene todavia poca informacidn, conociéndose muy poco acerca de su

papel en la patogenicidad y virulencia del hongo.

Dentro del conjunto de factores de virulencia descritos para C. albicans, la
hidrofobicidad y la formacidn de las biopeliculas son dos caracteristicas consideradas de
gran importancia. El estudio de estas dos propiedades en un numero elevado de aislados
clinicos podria aportar datos interesantes acerca de las infecciones sistémicas
producidas por dicho hongo. Asi mismo, el conocimiento de las especies proteicas
presentes en la ME y su funcionalidad presentaria un interés potencial tanto bioldgico

como farmacolodgico.

Actualmente la aplicacion de las técnicas de protedmica al estudio de las
proteinas que constituyen la ME puede aportar resultados interesantes debido a la
sensibilidad de dicha técnica y poder conocer asi mismo su implicacion en distintos

procesos celulares, asi como su ubicacién celular.

Un estudio protedmico comparativo de la ME de las biopeliculas de distintos
aislados clinicos podria permitir la posible identificacién de proteinas con importancia
en la formacidén y estabilidad de las mismas, asi como en el desarrollo de una posible

terapia inmunoldgica.
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Ademas, en estudios previos de nuestro grupo de investigacién (Blanes, 2012),
se obtuvo un mutante nulo para la orf19.521 que codifica una proteina de 29 kDa cuya
funcion bioldgica es entre otras ligar IgE humana. Dicha proteina esta codificada por el
gen GLX3 contenido en C3_02610C. En dicho estudio se observaron alteraciones

funcionales del mutante posiblemente relacionadas con la estructura de la pared.

Como objetivos especificos en el presente trabajo se han propuesto los

siguientes:

1.- Estudio de la hidrofobicidad de los 448 aislados clinicos de C. albicans,

procedentes de candidiasis sistémicas.

2.- Andlisis de la capacidad de adhesion de los aislados clinicos en estudio y su

posible correlacién con la hidrofobicidad

3.- Caracterizacién de los componentes proteicos presentes en los extractos de
la matriz extracelular de biopeliculas formadas por distintos aislados clinicos y por C.
albicans SC5314. En el presente objetivo se pretende, mediante analisis protedmico, la

identificacion de proteinas especificas de la ME y/ o con posible interés en la misma.

4. Reintegracion del gen GLX3. Estudio fenotipico de los mutantes homocigotico,

heterocigético y del reintegrante para dicho gen.
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II.1. Microorganismos utilizados

En el presente trabajo hemos utilizado como control la cepa SC 5314 de
Candida albicans. Asi mismo se han utilizado 448 aislados clinicos de C. albicans de
pacientes con candidiasis sistémicas. Los aislados fueron testados, clasificados y
obtenidos por el Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario la Fe de Valencia.
La nomenclatura utilizada para los mismos en el presente trabajo fue el numero de

orden asignado por dicho servicio.

En el estudio del reintegtante de GLX3, se han utilizado las cepas que se indican

en la tabla Il.1.

Tabla Il.1. Cepas de C. albicans

Cepa Genotipo Parental Referencia
SC5314 C3_02610C/C3_02610C Gillum et al., 1984
GLX3/glx34 C3_02610C-1A::FRT/C3_02610C SC5314 Blanes, 2012
glx30/gix30 C3_02610C-1A::FRT/C3_02610C-2A::H

GLX3/gIx3A | Blanes, 2012

gix34/gix34, C3_02610C-1A::FRT/C3_02610C-

GLX3 24::FRT,RP10/rp10::pEAM5N gix30/gix34 | Este trabajo

Las caracteristicas de la cepa de E. coli empleada en este trabajo se detallan en

la tabla Il.2.
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Tabla Il .2. Cepa de E. coli empleada

Cepa Genotipo Referencia
DH5a F, 80, lac4M15, recAl, endA1l, gyrA96,thi-1, (rk-, mK-), | Hanahan, 1985
supE44, relAl, deoR,A (lacZYA-argF) U169

El plasmido empleado como herramienta de trabajo y el vector de clonacion se

encuentran detallados en la tabla I1.3.

Tabla 11.3. Plasmidos utilizados

Nombre Descripcion Referencia

Resistente a ampicilina. Incluye el gen RP10, y SAT1
como marcador de resistencia. Posee numerosos sitios

pECC120 . . . D’Enfert, 2009
de clonacidn y carece de un origen de replicacién para
C. albicans.
pEAMS5N PECC120 conteniendo la secuencia de la orf19.251

11.2. Medios y condiciones de cultivo

Medio YPD (Yeast extract Peptone Dextrose): es un medio rico que contiene los
nutrientes necesarios para el crecimiento de las levaduras, incluyendo vitaminas y sales

minerales. Su composicidn es:

- Extracto de levaduras......c.ccooeuveenneen. 1%
- Peptona..... e, 2%
= GlUCOSA et 2%

Medio YNB (Yeast Nitrogen Base): es un medio minimo, Su composicion es:

-Yeast Nitrogen Base (YNB) sin aminodcidos

y sin Sulfato amonico ........ceceveveevenees 0.17 %
- Sulfato AMONICO ...ccvveveevereeceeree e, 0.5%
€] [ Tolo 1Y TR 2%
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Medio YPM (Yeast extract Peptone Maltose):

- Extracto de levadura.......cccceceveuevenneen. 1%

- Peptona... e, 2%

o 1V, =11 o XY= TR 2%
Medio LB

- Extracto de levaduras......ccccoeeuvernneen. 0.5%

S ] o) o] o - TS 1%

S INACT e 0.5%

Este medio se suplementd con ampicilina (100mg/ml) cuando se requirio.

Medio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) (Sigma®). Este medio es
un medio de cultivo comercial que se encuentra formado por una mezcla enriquecida
de aminoacidos y otros componentes esenciales para el crecimiento celular. Este medio

se utilizé para la formacion de biopeliculas.

El medio RPMI-1640 es un polvo altamente higroscépico y debe ser protegido
de la humedad. No recomendandose la preparacion de concentraciones mayores a las

especificadas debido a la posibilidad de formar precipitados.
El medio utilizado fue RPMI 1640 tamponado con 0.165 mol/ de MOPS.
10.4 g de medio en polvo RPMI (con glutamina y rojo de fenol y sin bicarbonato)
34,53 g de MOPS (3-(N-morpholino) propanesulfonic acid) tampdn.

Para su realizacion se disolvido en primer lugar el RPMI en 900 ml de H;0
posteriormente se afiadié la cantidad correspondiente de MOPS, hasta la completa
disolucién de ambos. El pH del medio se ajusté a 7.0 a 25 °C mediante NaOH 1M vy
posteriormente se ajustd el volumen a 1 L. La esterilizacién del medio se realizd
mediante filtracion a través de filtros de un tamafio de poro de 0.22 um. A continuacion,

se guardd a 4°C hasta su uso.
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11.3. Hidrofobicidad

La hidrofobicidad de C. albicans se midié como se describe por Rosenberg et al.,
1983. Basicamente consiste en la adherencia de las levaduras a hidrocarburos, tales

como ciclohexano o xileno. En nuestro caso el hidrocarburo utilizado fue el ciclohexano.

Las distintas cepas en estudio se cultivaron en 5 ml de medio YPD a 28 °C.
Posteriormente se lavaron con PBS y se concentraron hasta obtener una DOgoonm= 1. Se
afiadieron 300 ul de ciclohexano a 3 ml de la suspensidn de células. La muestra se mezclo
vigorosamente durante 1 min. con la ayuda de un vértex y se dejé en reposo durante 20
min. a temperatura ambiente, a fin de que se separen la fase acuosa y la orgdnica. Se
midio la absorbancia a 600 nm de la fase acuosa (A1) y se comparo con la obtenida para
las mismas células antes del procedimiento (Ao), permitiendo estimar de la hidrofilidad
(hidrofilidad= [DOgoonm inicial / DOsoonm final] x 100). Como los datos obtenidos
corresponden a la hidrofilidad de las células de C. albicans, y nuestro objetivo de estudio
es la hidrofobicidad se calculd la diferencia sobre 100 de los resultados, con lo que

obtuvimos los porcentajes de hidrofobicidad para cada cepa estudiada.

11.4. Formacidn de biopeliculas

La capacidad de formacion de las biopeliculas (estudios de adhesion) de las
diferentes cepas y aislados clinicos de C. albicans, se evalué utilizando el método
descrito por Ramage et al. (2001) con ligeras modificaciones (Pérez et al., 2006; Blanes
2012). Las células se crecieron durante la noche en medio YPD liquido a 28°C, se
recogieron por centrifugacion y se lavaron tres veces con PBS estéril. Se resuspendieron
en tampodn PBS, y a continuacion se realizé un contaje de células mediante el contador
BIO-RAD TC20™ Automated cell counter con una dilucién 1:100 a fin de que la
suspensidn celular estuviese en el rango de deteccién del aparato. Seguidamente, se

realizé una suspension en medio RPMI a una concentracion de 108 células/ml.

Para su estudio en placas de microtitulacion de 96 pocillos, se depositaron 100
pL de la suspension celular estandarizada por pocillo, incubandose a continuacién a 37°C

durante 24 horas con agitacién suave en ambiente hiumedo. Pasado este tiempo se
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elimind el medio de cultivo y se lavaron los pocillos con PBS, a fin de eliminar las células
no adheridas. Todo ello realizado con sumo cuidado, a fin de no arrastrar la biopelicula

formada.

Para los estudios en los que se necesitaron cantidades mayores de biopelicula
(estudios de protedmica) se utilizaron frascos de cultivo de tejido celular de fondo plano
de 500 ml ((Nalge Nunc International, Dinamarca). A estos frascos se les afadié un
volumen de 75 ml de la suspensién de 10° células/ml en medio RPMI. Los frascos se
incubaron a 37°C con agitacidn suave (65-70 rpm) durante 48 horas. Para la obtencién
de las biopeliculas se retird el medio de cultivo por aspiracién con sumo cuidado. Las
biopeliculas adheridas a la superficie del frasco se separaron mediante raspado
afiadiendo 50 ml de PBS estéril, dicho material se recogioé por filtracién sobre un filtro
de 0,2 umy se lavé con 50 ml de PBS. El material recogido sobre el filtro se dispuso

para su andlisis posterior. (Figura 11.1).

Figura Il.1. Recogida de la biopelicula de C. albicans formada en frascos de cultivo.
Il. 4.1. Cuantificacidn de las biopeliculas mediante Tincidn con Cristal Violeta

La visualizacién de las biopeliculas obtenidas en las placas de
microtitulacidn, se llevd a cabo mediante tincidn con cristal violeta siguiendo el método

descrito por Pérez et al., 2006; Blanes, 2012.

Una vez lavados los pocillos y eliminado el exceso de PBS, las placas se secaron

durante 1 h a 37°C. A continuacidn, se procedid a la fijacién de las biopeliculas formadas
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adicionando 100 pl de metanol absoluto durante 15 min a temperatura ambiente.
Pasado este intervalo de tiempo se eliminé el metanol y se dejé secar la placa durante
15 min a 37°C. Se afiadieron 100 pl de una solucion de cristal violeta al 0,05% en cada
uno de los pocillos y se incubd a 37°C durante 20 min. Posteriormente se elimind la
solucidon y se lavo tres veces con agua dejandose secar durante 15 min a 37°C. Las células
de la biopelicula se resuspendieron en 200 ul de acido acético al 33% y se transfirieron
a una nueva placa para su lectura. La lectura de las absorbancias fue realizada a 580 nm

en un lector BIO-RAD iMark™ Microplate Reader.

Il. 4.2. Estudio de la viabilidad de las biopeliculas mediante XTT

La medida semicuantitativa de la viabilidad de las biopeliculas se determind
utilizando el método descrito por Blanes (2012) mediante la reduccién del reactivo XTT
(2,3-bis [2-metoxi-4-nitro-5-sulfo-fenil] -2tetrazolio-5-carboxanilida) con Menadiona. El
XTT se prepard como una solucién saturada a una concentraciéon de 0,5 mg / ml en
solucidn salina tamponada con fosfato (PBS). Se esterilizé por filtracion a través de un
filtro de 0,22 um vy se dividid en alicuotas que se mantuvieron almacenadas a -80 °C

hasta su utilizacion (maximo 6 meses).

La Menadiona (2-metil-1,4naftoquinona) actia como dador de electrones para
acelerar y facilitar la reduccion de la sal de tetrazolio (XTT) a formazan. La menadiona

se prepard a una concentracion de 10 mM en acetona.

Con anterioridad a cada ensayo y de manera extemporanea se prepard el
reactivo XTT-Menadiona, para ello a una alicuota de 12 ml de XTT se le afiadieron 1,2 pl

de menadiona 10 mM, obteniendo una concentracién final de 1 uM.

Una vez obtenidas las biopeliculas en las placas de microtitulacién y lavadas con
tampon PBS, se les afiadio 100 pl por pocillo de la solucidon de XTT-Menadiona. Las placas
se incubaron durante 2 h a 37°C en oscuridad. Transcurrido este tiempo se realizé la
lectura del formazan formado en un lector BIO-RAD iMark™ Microplate Reader a 492

nm.
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I1.5. Extraccidon con etanol de las biopeliculas

La biomasa de las biopeliculas maduras (48 h de incubacion) obtenidas en los
frascos de cultivo de tejidos segun se indica en el apartado 1.4 de este capitulo, se
resuspendid en un volumen de etanol al 60% (v/v) equivalente a 2 ml por gramo de peso
de biopelicula himeda, dicha suspension se incubd a temperatura ambiente durante 1
hora con agitacién (70 rpm). A continuacidn, se centrifugd a 4°C (4.000 x g, 10 min) para
separar el material extraido de la biopelicula. El sobrenadante se concentré mediante
liofilizacion, dicho material se resuspendid en el minimo volumen posible de agua

destilada, se dividid en alicuotas y se congeld (-85°C) para su posterior estudio.

11.6. Analisis protedmico de los extractos etandlicos de las biopeliculas

El andlisis protedmico de los extractos etandlicos obtenidos de las biopeliculas
de las distintas cepas en estudio, fue realizado por el Servicio de Protedmica de la
Universitat de Valencia SCSIE, que forma parte de ProteoRed, PRB2-ISCIII, con apoyo del
programa PT13/0001.

Los extractos etandlicos de las biopeliculas se sometieron a un proceso de
digestion controlada, sin reduccion ni alquilacién, con tripsina modificada, de grado de
secuenciacion (Promega®), segun el procedimiento descrito por Shevchenko et al.
(1996). La tripsinizacion se llevd a cabo empleando 10 pg de tripsina en 500 pl de
solucion de bicarbonato de amonio, dejando reaccionar 30 min a 37°C. La digestién se
detuvo precipitando con acido tricloroacético (10 % de concentracion final), y se dejo
durante la noche a 5°C. Transcurrido este tiempo la muestra se centrifugo a 16500 x g
a 5°C durante 1 h, retirdndose el sobrenadante que contiene los péptidos tripticos y

desecandola en un “speed-vac”.

Las mezclas peptidicas obtenidas fueron procesadas mediante LC, MS/MS
(cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas en modo tandem) la cual
permite el analisis e identificacion de muestras complejas de proteinas (Figura 11.2). Un

volumen de 5 pl de muestra se cargd en una columna trampa (NanolLC, 3u C18-CL, 350
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um x 0.5 mm; Eksigen). La eliminaciéon del contenido salino se realizé con 4cido

trifluoroacético al 0.1%, con un flujo constante de 3 pl / min durante 5 min.
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Figura Il.2. Etapas del analisis protedmico de los extractos etanolicos de las biopeliculas.
(Adaptado de Kuster et al., 2005 por Pérez, 2017).

Los péptidos se cargaron en una columna analitica (LC, 3 C18-CL, 75um x 12 cm,
Nikkyo) equilibrada con acetonitrilo al 5% y acido formico 0.1%. La elucion se realizé en

gradiente lineal, variando desde el 5 al 35% de B en A durante 120 min (A: 0,1% acido

formico; B: acetonitrilo, 0.1% acido formico), a una velocidad de flujo constante
de 300 nL/min. Los péptidos se analizaron en un espectrémetro de masas nanoESl

gQTOF (5600 TripleTOF, ABSciex).

La muestra se ionizé aplicando 2.8 kV en un nebulizador de electrospray. La
obtencidn de datos del primer espectrémetro de masas (MS1), fue de 350-1250 m/z
durante 250 ms. La resolucién del cuadruplo se ajustd para el segundo espectro de
masas (MS2), de modo que la adquisicién de datos fue de 100-1500 m/z durante 50 ms
en el modo de "alta sensibilidad". Utilizando los pardmetros de carga: 2+ a 5+, intensidad

minima, 70 cuentas por segundo (cps), se seleccionaron hasta 50 iones de

fragmentacion en cada exploracién.
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Los picos obtenidos en el espectro de masas, se utilizaron como parametros de
entrada en la busqueda en bases de datos de proteinas “Expasy” (v. 01-2016) y de C.
albicans ORFs, utilizando el programa “ProteinPilot” (v. 5.0, motor de busqueda ABSciex,
rev.2768), que emplea el algoritmo ParagonTM (Shilov et al., 2007). El sistema realiza
una agrupacion de proteinas formando conjuntos entre las que comparten evidencias
fisicas. A diferencia del analisis de secuencias de alineacién de proteinas, en que se
compara la longitud total de la secuencia completa, la formacion de grupos de proteinas
es guiada Unicamente por los péptidos que aparecen experimentalmente en los
espectros de masas, por lo que se puede considerar que la agrupacion de proteinas es

realmente un proceso guiado por los espectros obtenidos. (Pérez, 2017).

Los orf. obtenidos por el servicio de protedmica fueron estudiados mediante the

Candida Genome (http://www.candidagenome.org).

I.7. Obtencion del reintegrante para el gen GLX3
11.7.1. Transformacion en bacterias

La transformacion de células competentes de E. coli se llevd a cabo siguiendo el
método descrito por Hanahan (1985), segun el cual se requiere un tratamiento previo
en el que las células de E. coli de partida se hacen quimio-competentes para la

incorporacion de moléculas de ADN exdgeno.

11.7.1.1. Transformacion en bacterias quimiocompetentes de E. coli

Para la transformacién se utilizaron las células competentes DH5a[F, ®80,
lac4dM15, recAl, endAl, gyrA96, thi- 1, (rk—-, mk-), 126 supE44, relAl, deoR, A(lacZYA-
argF) U169]. Se tomaron 50 ul de células DH5a y se les afiadieron 5 pl de DNA plasmidico
y se agité suavemente. Los tubos se mantuvieron en hielo durante 30 min. Transcurrido
este tiempo, las células fueron sometidas a un choque térmico para que internalizaran

el DNA exdgeno. Se llevaron durante 20 seg. a un bano de agua a 45°C e inmediatamente
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después, se volvieron a colocar en hielo durante 2 min. A continuacidn, se afiadieron a
los tubos 950 ul de medio LB precalentado y se incubaron a 37°Cy 225 rpm durante 1h.
De este modo, se favorecidé que las células transformadas expresaran la resistencia a los
antibidticos para su seleccidn, en nuestro caso, la resistencia a ampicilina. Por ultimo, se

sembraron en placas precalentadas de LB Ampicilina. Se incubaron a 37°C durante 12h.

1.7.1.2. Transformacidon de levaduras mediante electroporacion

Para la transformacion integrativa en C. albicans se utilizé el método de Reuss et

al. (2004) modificado por Sanchez-fresneda et al. (2015).

A partir de un precultivo en medio YPD crecido durante 20h, se tomaron 16 uly
se inocularon en 20 ml de medio YPD fresco, se llevé a incubar a 28°C hasta obtener una
densidad déptica (DOsoonm) de entre 1.6-2.2. Las células se recogieron por centrifugacion
y se resuspendieron en 20 ml de agua estéril. Se afiadid a la suspensién celular 1ml de
tampdn TE 10X (Tris-HCI 100mM, EDTA 10mM, pH 7,5) y 1 ml de acetato de litio 1 M. La
suspensién se incubo durante 1 h a 30°C en agitacién (150 rpm). Posteriormente, se
adicionaron 250 pl de ditiotreitol 1M (DTT) previamente esterilizado por filtraciéon
incubandose durante 30 min. en idénticas condiciones. Posteriormente las células se
recogieron y se lavaron tres veces con agua en frio. Se realizo un ultimo lavado con 5 ml
de sorbitol 1 M en frio. Seguidamente se recogieron las células electrocompetentes y se
resuspendieron con 50 ul de sorbitol frio 1M, manteniéndose las células en hielo. Se
afadié el fragmento a integrar a 40 pl de la suspension de células (cortado con los

enzimas de restriccidon pertinentes y purificado por electroforesis y elucion en columna).

Finalmente, se llevd a cabo el proceso de electroporacion en una cubeta de 0'2
cm de BioRad® a 1.8 kV. Se utilizé un electroporador modelo GenePulser de BioRad®.
Tras la electroporacion, las células se lavaron con 1 ml de sorbitol 1M y resuspendidas
en 1 ml de YPD. Se incubaron durante 4h a 28°C con agitacion suave, para que de este

modo exprese la resistencia a nourseotricina.

A continuacién, las células fueron sembradas en placas de YPD conteniendo

200ul /ml de nourseotricina e incubadas a 28°C hasta la aparicién de colonias (72h).
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11.7.2. Obtencidn y purificacion de ADN
1.7.2.1. Obtencion del ADN plasmidico de E. coli

La obtencion de ADN plasmidico de E. coli en pequefias cantidades se realizd
incubando la cepa de interés en 5 ml de medio LB, adicionado de 10 pl de ampicilina
(marcador de resistencia que posee el vector) durante 12 h. se obtuvo el ADN mediante
la utilizacién del kit comercial genejet™ plasmid miniprep kit, siguiendo las instrucciones

del fabricante.
La extraccidn de plasmidos a gran escala (a partir de 50 ml de cultivo) se realizé

empleando el QIAGEN Plasmid midi-Kits (Qiagen®) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. EI ADN plasmidico eluido fue utilizado para las

transformaciones.

11.7.2.2. Obtencidn del DNA gendémico de C. albicans

El ADN cromosdmico de C. albicans se aisld mediante el método Nobile y Mitchell

(2009) ligeramente modificado.

Se inocularon células del mutante homocigdtico de C. albicans en 5 ml de medio
YPD y se incubaron a 282C en agitacion a 150 rpm durante la noche. Se recogieron las
células mediante centrifugacién y se resuspendieron en 500 ul de TENTS estéril (1% SDS,
2% Triton X-100, 0,1 M NaCl en TE 1x). A continuacidn, se transfirid la suspensién a un
nuevo tubo eppendorf estéril, que contenia 200 pl de perlas de vidrio de 0,45 mm de
didametro, y se afiadieron 500 pl de fenol/cloroformo/isoamil alcohol en proporcion
25:24:1 (V/V/V). Posteriormente, la suspension fue sometida a 5 periodos de agitacion,
de 20 seg cada uno, en un homogeneizador FastPrep FP120 Cells distupter (Thermo
Electron®). Posteriormente se centrifugo a 12.000xg durante 10 min. La fase acuosa del
sobrenadante se transfirid a un nuevo eppendorf estéril y se afiadid 1 ml de etanol al
100%, se homogeneizé y se mantuvo a -20°C durante 1 h. Se centrifugd a 12.000xg
durante 15 min, se desechd el sobrenadante y el pellet se resuspendio en 200 ul de TE
1x. Se anadieron 5 pl de RNasa (1 mg/ml) y se dejé 30 min a temperatura ambiente.

Posteriormente se adicionaron 40 ul de NH40Ac, 500 pl de etanol absoluto frio y se
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mezclo por inversion para precipitar el ADN. La mezcla se mantuvo a -20°C durante 30
min. A continuacién, se centrifugé a 12.000 xg durante 15 min y el pellet lavé con 1 ml
de etanol frio al 70%. Se volvié a centrifugar en las mismas condiciones y se decanto
para eliminar el sobrenadante. Para secar el pellet, se llevdo a una bomba de vacié
durante 15 min. Finalmente, se resuspendid en 50 ul de TE y se almacend a -20°C para

su posterior utilizacién.

Il. 7. 3. Electroforesis en gel de agarosa

Para la separacion de los distintos fragmentos de ADN obtenidos por digestidon
con endonucleasas y PCR, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 0,8% en el
tampon Tris-acetato 40 mM, pH 8,3; EDTA 1 mM (TAE) y se introdujo en una cubeta
donde se sumergid en el mismo tampdn, a la que se le aplicd una corriente constante

entre 60y 90 V.

La muestra se prepard previamente en proporcién 1:6 con una solucién de carga
6X Loading Buffer, con azul de bromofenol al 0,003% que actia como marcador, xileno
cianol FF al 0,03% vy glicerol al 60% en tampon TAE, de modo que facilitamos la
visualizacién del frente de electroforesis y se dota de mayor densidad a la muestra. Se
hizo correr paralelamente un marcador de peso molecular conocido ADN del fago Agtll

digerido con las enzimas de restriccion EcoRl y Hindlll.

Una vez realizada la electroforesis se procedid a la tincion del gel
sumergiéndolo en una solucién del fluoréforo RedSafe® (Nucleic Acid Staining Solution
de Thermo Scientific®) a una dilucidon de 1:20.000 en TAE para visualizar las bandas de

ADN en el gel en un transiluminador de luz ultravioleta (360 nm).

11.7. 4. Purificacion de fragmentos de ADN

La purificaciéon de los fragmentos de ADN se realizd tras la electroforesis y la
identificacion de los diferentes fragmentos visualizados con el equipo de luz UV. Una vez
determinadas las bandas de interés, se procedio a recortarlas del gel, de forma rapida

para que no sufrieran alteraciones por la luz UV. A continuacion, siguiendo las
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instrucciones del fabricante, se eluyeron las bandas utilizando el kit de extraccién

GenJet™ (Gel Extraction Kit).

11.7.5. Cuantificacion de ADN

Para el calculo de la concentracién y pureza de las muestras de ADN se empled
un espectrofotometro GeneQuant Il de General Electric Healthcare®. Dicho aparato
mide las densidades dpticas a 260 nm y 280 nm simultaneamente, y realiza

automaticamente el calculo de la concentracion, empleando la férmula:
Concentracion (pug/ml) = A 260 nm x factor de conversion

El factor de conversién depende del tipo de muestra, siendo 50 para ADN de
doble cadena (40 para el ARN). Asimismo, el aparato estima la pureza de la muestra
mediante el célculo de la relacion A260/ A280. Muestras puras de ADN presentan

valores cercanos a 1,8.

11.7.6. Tratamiento enzimatico del ADN
Il. 7. 6. 1. Digestion del ADN con endonucleasas de restriccion

Las digestiones se realizaron segun las recomendaciones del fabricante
(Fermentas®), utilizandose en cada caso el tampon suministrado por la casa comercial.
En el caso de las dobles digestiones con dos enzimas de restriccion como Sall y Kpnl, se
necesitaron dos concentraciones diferentes del tampon, por lo que las reacciones se
realizaron de forma secuencial, afladiendo la concentracién de tampdn necesaria para

cada enzima, en primer lugar, la que necesitaba menos concentracion.

Il. 7. 6. 2. Reaccidén en cadena de la polimerasa

La amplificacion de fragmentos de ADN se realizd por reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR, por Polymerase Chain Reaction) utilizando oligonucleétidos especificos

flanqueantes de la zona que se queria amplificar (Tabla Il. 4).
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Tabla Il. 4. Oligonucledtidos empleados en este trabajo.

Oligonucleétido

Secuencia 5’ 23’ (nt)

Sitio de restriccion

GLX3F-FUSB

GGATCCGATGGTCAAAGTTTTACTCGCTC

Kpnl

GLX3R-FUSB

GTCGACATTACATTCAAAAGCAGCAATTAC

Sall

Los sitios de restriccion se muestran subrayados.

La PCR se realizé en un termociclador Eppendorf®. A cada tubo eppendorf
se afiadieron 0,5 unidades de ADN polimerasa Tag con su tampdn correspondiente,
proporcionado por el fabricante (Biotools®). Las concentraciones de los demas
componentes fueron 2 mM para cada uno de los dNTPs, y los oligonucledtidos
cebadores eran de 10 mM cada uno. Se utilizaron cantidades de ADN molde de entre 10

y 100 ng. El volumen final de reaccién fue de 25 pl.

Il.. 7. 7. Reintegracion del gen GLX3

Con el fin de recuperar la actividad GIx3 en la cepa mutante nula g/x34 / gix34,
se construyd el vector pEAMT7B. Se usaron los cebadores GLX3PF
(5'-GGTACCTGACCAATACTGCTCACTACTAG-3') y GLX3PR
(GTCGACTGTGTGATGTGTGTGTTGAGTGG -3') que contiene sitios de restriccion para
Kpnl y Sall respectivamente, en las posiciones de nucledtidos -935 a 1536 y un ADN
polimerasa de alta fidelidad (KAPA HiFi ADN polimerasa, de KAPA Biosystems, Londres,
UK). Se obtuvo un amplicén de 2471bp, se clond en el vector pJET1.2 / BLunt (Fermentas,

Ottawa, Canadd) y se verifico por secuenciacion.

El plasmido pEAM7B se digiridé con Kpnl y Sall y se clond en el plasmido CIpSAT2
(Moreno-Ruiz et al., 2009) produciendo el pldsmido pEAMS5N (CIpSAT2 :: GLX3) un
derivado del plasmido Clp10 (Murad et al., 2000) donde el gen URA3 fue sustituido por
el marcador CaSAT1 que confiere resistencia a nourseotricina (Reuss et al., 2004). El
plasmido pEAMS5N se linealizd con BstBl y se utilizd para la transformacion del mutante

nulo gix34/ glx3A.
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La transformacion de C. albicans y la seleccion de transformantes se realizd
segun el método descrito por Sanchez-Fresneda et al., (2014). Los transformantes
correctos fueron seleccionados por PCR usando el par de cebadores GLX3F-fusb
(ATGGTCAAAGTTTTACTCGCTC) y GLX3R-fusb (ATTACATTCAAAAGCAGCAATTAC) que

producen un amplicén de 768 pb.

Il. 8. Analisis fenotipico de los mutantes g/x3A4.
Il. 8. 1. Curva de crecimiento

Para la realizacion de este ensayo, se partié de cultivos crecidos durante toda la
noche de las diferentes cepas en estudio. Se tomoé la cantidad de células necesarias para
obtener una D.O.s00nm = 0,3 en 25 ml de YPD. Los cultivos se incubaron con agitaciéon
(150 rpm) a  28°C y a 37°C durante 24h, tomando alicuotas cada hora durante las

primeras 12 horas vy a las 24 horas para determinar la variacion de D. O. a 600nm.

Il. 8. 2. Induccion de la formacion de tubo germinativo

Los ensayos de formacion del tubo germinativo se llevaron a cabo siguiendo
basicamente el método descrito por Guirao-Abad et al., (2013). Para lo cual, células en
crecimiento exponencial se recogieron por centrifugacion y se lavaron con agua
destilada. Estas células se resuspendieron a una D. Osoo nm de 0.3 en medio YPD
precalentado a 37°C, conteniendo 10% (v/v) de suero humano esterilizado por filtracion.
Las muestras se tomaron a tiempo 0 y 2 horas y se tifieron con Calcofluor Whithe (CW)

para ser observadas al microscopio con luz UV.

Il. 8. 3. Sensibilidad a Calcoflor Withe, Rojo Congo y Dodecil Sulfato Sodico

La sensibilidad a Calcoflor Withe (CW), Rojo Congo (RC) y Dodecil Sulfato Sodico
(SDS), se realizo en placas que contenian diferentes concentraciones de estas sustancias
siguiendo el método descrito por Van der Vaart et al. (1995). Los cultivos de las distintas

cepas en estudio, crecidos en YPD durante toda la noche fueron recogidos por
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centrifugacion, y se ajustd la D.O. a 600nm a 1.0 y a continuacidn se realizaron diluciones
seriadas hasta 107. Se depositaron gotas de 3 pl de cada dilucién en distintas placas de

YPD sdlido que contenian:
- Rojo Congo: 50y 100 pg/ml
- Calcofluor White: 12y 15 pg/ml

- SDS: 0,015y 0,025 %

Posteriormente se incubaron a 28°C y 37°C durante 48-72h a fin de monitorizar

el efecto de dichos compuestos sobre el crecimiento

Il. 8. 4. Sensibilidad al estrés oxidativo

La sensibilidad al estrés oxidativo se realizd de modo similar a lo descrito en el
apartado anterior. El estudio se realizd por goteo de las distintas diluciones de cultivos
crecidos durante toda la noche de las diferentes cepas en estudio. Las placas de YPD
solido contenian distintas concentraciones de H;0; (11-12 mM). Dichas placas se

incubaron a 28°C y 37°C monitorizando su crecimiento durante 48-72h.

Il. 8. 5. Sensibilidad a Zimoliasa

La sensibilidad a la Zimoliasa se realizd siguiendo el método descrito por

Laforet et al. (2011) con ligeras modificaciones.

Los cultivos de la cepa SC5314, los mutantes heterocigético y homocigadtico, asi
como el reintegrante en fase exponencial se centrifugaron y ajustaron a D.O.s0onm= 0,5-
0,6 (que corresponderian aproximadamente a 4 x 10%/ml células) en tampdn Tris- HCI
10 mM pH 7,5 conteniendo Zimoliasa 20T a una concentracion de 100 pg/ml. Los
cambios de D.O.goonm fueron monitorizadas tomando muestras a distintos tiempos

intermedios, durante un periodo de 120 min.
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Il. 8. 6. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de farmacos antimicéticos
Los valores minimos de concentracion inhibitoria (CMI) de los farmacos
antimicoticos clinicos (fluconazol, voriconazol, posaconazol, caspofungina, micafungina,

anidulafungina, anfotericina B) se determinaron siguiendo las pautas del CLSI (2008).

Los ensayos se realizaron en placas de microtitulacion de 96 pocillos. Se
realizaron diluciones seriadas de los distintos antifungicos en medio RPMI. cada pocillo
fue inoculado con una suspensidon de células procedentes de un cultivo de 24 horas en
YPD liguido ajustando la D.0.600 final a 0.5. Las placas se incubaron durante 48 horas

a 28 °C. Las CMl se calcularon con respecto al control sin antifungicos.

Il. 8. 7. Sensibilidad al antifiingico Anfotericina B

Se realizaron, como en el apartado 11.8.3 diluciones decimales seriadas de
cultivos crecidos en YPD. Se sembraron 3 ul de cada una de ellas en placas de YPD solido

que contenian 2 y 3 ug/ml de Anfotericina B. Las placas se incubaron a 28°C.

11 .8. 8. Pruebas de virulencia en ratones

Las pruebas de virulencia en ratones se llevaron a cabo en el laboratorio de la
doctora Concepcidon Martinez-Esparza del Departamento de Bioquimica, Biologia
Molecular e Inmunologia de la Facultad de Medicina. Universidad de Murcia. Para ello

se procedié como se indica a continuacion.

Ratonas BALB /c inmunocompetentes, de entre seis y ocho semanas de vida y
con un peso de aproximadamente 20 g, se inocularon por via intravenosa con células de
C. albicans procedentes de un cultivo en fase exponencial en caldo de Sabouraud a 28°C.
Las células de levadura se recogieron, se lavaron dos veces con PBS estéril y se

resuspendieron en PBS para obtener una suspensién 5x10° CFU/ml.

Se utilizaron grupos de diez ratones para cada experimento, que fueron
inyectados con 200 pl de la suspensidn de células indicada a través de la vena lateral de

la cola. La supervivencia se controldé durante un periodo de 30 dias, y los tiempos medios
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de supervivencia (MST) se calcularon utilizando el método de Kaplan-Meier. Los valores

de los diferentes grupos se compararon usando el test de log rank.

Todos los experimentos se realizaron respetando las directrices de ética del

cuidado de los animales sometidos a experimentacion
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Tanto la hidrofobicidad de las células de C. albicans como su capacidad de formar
biopeliculas, han sido considerados como dos importantes factores de virulencia en este
hongo (Pierce et al., 2017, Klis et al., 2009; Rajendran et al., 2016). Por ello, el presente
trabajo se ha centrado en el estudio de estos dos factores en 448 aislados clinicos de C.
albicans, procedentes todos ellos de pacientes con candidiasis sistémicas, testados,
clasificados y obtenidos del Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario La Fe de
Valencia. La nomenclatura utilizada para ellos fue numérica, con un niumero de orden
indicado en el anexo |. Asi mismo se ha utilizado la cepa SC 5314 de Candida albicans,

empleada clasicamente como cepa de referencia en numerosos estudios.

I1l.1. Estudio de la hidrofobicidad

El primer estudio llevado a cabo fue el analisis de la hidrofobicidad de los distintos
aislados clinicos. Para ello se procedid a la utilizacion del protocolo indicado en el apartado

II.3. de Material y Métodos.

Mediante la formula utilizada del estudio de porcentaje Abs T20x 100/ Abs T, lo
gue realmente medimos es la hidrofilidad, ya que la absorbancia obtenida a Tao
corresponde a las células que permanecen en la fase acuosa, siendo por tanto el dato de

hidrofobicidad la diferencia entre 100 y el valor obtenido con la formula citada.

Los datos obtenidos para cada uno de los 448 aislados estudiados se encuentran

indicados en el Anexo | de la presente memoria.

Como podemos observar en la Figura lll.1, en la que se representa la distribucién de
los distintos aislados con respecto a su hidrofilidad, la gran mayoria se encuentran dentro
de un rango muy semejante. Aproximadamente el 88% de los mismos se encuentran entre
el 80% y el 100%, mientras que entre el 60% y el 80% solo encontramos un 9.5%, y siendo
muy minoritarios, el 2.5% restantes, los poco hidrofilicos. Entre estos ultimos solo un

aislado presenta una hidrofobicidad cercana al 100%
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Hidrofilidad

0 100 200 300 400 500

Numero de orden de los aislados

Figura lll. 1. Distribucion de la hidrofobicidad/hidrofilidad de los distintos aislados clinicos.

La cepa SC5314, utilizada como control, presento una hidrofilidad del 80%. La
gran mayoria de los aislados estudiados presentaron por lo tanto una hidrofilidad muy

similar a dicha cepa.

ll.2. Estudio de la adhesion y formacidn de biopeliculas
111.2.1. Capacidad de formacion de biopeliculas de los distintos aislados clinicos

En el siguiente estudio se planted el andlisis del comportamiento de los distintos
aislados con respecto a la adherencia y/o formacion de biopeliculas. Al igual que otros
microrganismos patdgenos, C. albicans tiene la capacidad de adherirse y formar
biopeliculas en dispositivos médicos implantados.

Para el estudio de adhesion se utilizo el método de cristal violeta indicado en
apartado Il.4. de Material y Métodos. El experimento se llevéa cabo en placas de
poliestireno de 96 pocillos. Cada aislado se analizé en tres experimentos diferentesy

por triplicado cada vez. Los datos utilizados fueron las medias de los tres experimentos.
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Los resultados de adhesion obtenidos para cada uno de los aislados se encuentran
indicados en la tabla del Anexo I. Las medias de las absorbancias de todos ellos se
normalizaron con respecto a la cepa control SC 5314 (R=Abs muestra/Abs control). De

modo que al control se le dio el valor de 1,0.

Obtenidos los distintos valores se procedid a la clasificacion de los aislados segun

los intervalos marcados del siguiente modo.
- Aislados muy formadores (SA): > 0,7.
- Aislados medianamente formadores (MA): 0,5-0,7.
- Aislados poco formadores (WA): 0,2-0,5.

- Aislados muy poco o nada formadores (NA): < 0,2.

En relacién a este criterio obtuvimos los siguientes resultados:

Figura 1ll.2. Formacién de
biopeliculas de los 448 aislados

— SA: 70

— MA: 65

—_— WA 137
NA: 176

A partir de los resultados obtenidos respecto a la formacién de biopeliculas, y
teniendo presente que todos los aislados procedian de candidiasis sistémicas, se puede
comprobar como la gran mayoria de los mismos fueron, en nuestras condiciones de
estudio, poco o muy poco formadores de biopeliculas. En estos dos grupos se encuentran
un total de 313 aislados, que constituyen aproximadamente el 70% de los aislados

estudiados, y mas de la mitad de ellos (39%) apenas presentaron capacidad de formacion
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de biopeliculas. Los aislados con capacidad formadora fueron por tanto solo un 30% del

total. (Figura ll1.2).

111.2.2. Formacion de biopeliculas e hidrofobicidad

Tras los estudios de hidrofilidad/hidrofobicidad y de formacidn de biopeliculas se
procedid a la clasificacion de los distintos aislados partiendo de su capacidad de
formacion de biopeliculas y evaluando adicionalmente en cada caso su hidrofobicidad.
Esta clasificacion se realizé atendiendo a los intervalos de:0-20, 21-40, 41-60, 81-100 %

de hidrofobicidad.

mmm (-20: 53

mmm 21-40: 16
75-80/0 mmm 41-60; 0
= 61-80: 1
e 81-100: 0

Figura lll. 3. Hidrofobicidad de los 70 aislados catalogados como muy formadores (SA).

Como podemos observar en la Figura lll.3, dentro de los 70 aislados considerados
como muy formadores de biopeliculas (SA) la mayor parte, el 75,8%, presentaron un
grado de hidrofobicidad muy semejante a la cepa control. En el siguiente rango de
hidrofobicidad (21-40), el porcentaje disminuye de un modo importante (22.8%),
presentando gran parte de ellos una hidrofobicidad cercana al 21%, por lo que estan en
su mayoria proximos al grupo anterior. Solo uno de los aislados considerados muy
formadores present6 una hidrofobicidad en el rango entre 61% y 80%. Este aislado fue

el nimero 364, con una hidrofobicifdad de 64.75%.
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—_— 0-20: 54
— 21-40: B
— 41680 2

61-80: 1
— §1-100: O

Figura Ill. 4. Hidrofobicidad de los 65 aislados catalogados como medianamente formadores
(MA)

En cuanto al comportamiento con respecto a la hidrofobicidad del conjunto de
aislados considerados medianamente formadores de biopelicula (MA), en cuyo grupo se
encuentran un total de 65 aislados, se observd que en su gran mayoria (83.1%)
presentaron una hidrofobicidad en el intervalo comprendido entre 0y 20%. (Figuralil.4).

Siendo el nimero de aislados con hidrofobicidades mayores muy bajo.
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= ‘ 0.7%
0-20: 126

21-40: 7
41-60: 3
61-80: 1
— 81-100: 0

Figura Ill. 5. Hidrofobicidad de los 137 aislados catalogados como muy poco formadores de
biopeliculas (WA).

Los aislados poco formadores de biopeliculas (WA), un total de 137, presentaron
practicamente todos ellos una hidrofobicidad semejante a la cepa control, dentro del

rango de entre 0-20%, ya que 126 de los 137 (92%) se encontraban dentro de este rango

(Figura lll.5).

0-20: 169
21-40: 5
41-60:1
61-80: 0
w— 81-100: 1

Figuralll. 6. Hidrofobicidad de los 176 aislados catalogados como muy poco o nada formadores
de biopeliculas (NA).

Los aislados clasificados como muy poco o nada formadores de biopeliculas (NA)
presentaron un comportamiento muy semejante a los anteriores, dado que de los 176
aislados que forman el presente grupo, 169 (96%) presentaron una hidrofobicidad
similar a la cepa control. En este grupo se encuentra el aislado 437, con una

hidrofobicidad en el rango de 81 a 100, concretamente del 93,27 %. (Figura II1.6).
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111.2.3. Estudio comparativo de la relacion entre formacion de biopeliculas e

hidrofobicidad

En la tabla Ill.1. se compararon los cuatro grupos de aislados conforme a la
formacion de biopeliculas (NA, WA, MA Y SA) en relacién a la hidrofobicidad. Para ello se
tomaron intervalos de 5 en 5 y se calculé el porcentaje de aislados en cada rango para cada

uno de los grupos.

Tabla lll.1. Intervalos de % de hidrofobicidad de los distintos grupos de aislados considerados en
rangos de 5 en 5.

Intervalos NA NA % WA | WA% | MA MA %
0 2500 | 14,20 |1200| 8,76 500 | 7,69 700 | 9,86
5 53,00 | 30,11 |36,00| 26,28 | 14,00 | 21,54 |14,00| 19,72
10 47,00 | 26,70 | 43,00 | 31,39 |16,00| 24,62 |14,00| 19,72
15 25,00 | 14,20 | 20,00 | 14,60 |1000| 15,38 |11,00| 15,49
20 18,00 | 10,23 |16,00| 11,68 | 900 | 13,85 8,00 | 11,27
25 400 | 2,27 2,00 | 1,46 4,00 | 6,15 500 | 7,04
30 0,00 | 0,00 1,00| 0,73 1,00 | 1,54 7,00 | 9,86
35 1,00 | 0,57 3,00 2,19 1,00 | 1,54 2,00 | 2,82

40 1,00 | 0,57 0,00 | 0,00 2,00 | 3,08 2,00| 2,82
45 1,00 | 0,57 1,00| 0,73 1,00 | 1,54 0,00 | 0,00
50 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 1,00| 1,54 0,00 | 0,00
55 0,00 | 0,00 2,00 | 1,46 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00
60 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00
65 0,00 0,00 1,00 | 0,73 1,00 | 1,54 1,00 1,41
70 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00
75 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00
80 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00
85 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00
90 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00
95 1,00 | 0,57 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00
100 0,00| 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00

Podemos observar como fendmeno general que la mayoria de los aislados,
independientemente de su capacidad de formar en mayor o menor grado biopeliculas, se
encuentra en un rango de entre el 5 y el 20% de hidrofobicidad (Figura 11l.7 Ay B). En la

Figura lll.7 B, en lacual se analizo el porcentaje (el dato mas informativo, dado que el nimero
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de aislados es distinto para cada grupo), se puede observar que existe una tendencia similar

en todos los grupos, independientemente de su capacidad de formacion de biopeliculas, y

gue ademas esta tendencia se puede dividir en dos grandes bloques. Uno de ellos se

encontraria formado por los aislados NA+WA, que constituyen el 70% del conjunto de

aislados, presentando un rango de hidrofobicidad mds acotado, hasta un 20 %, y el grupo

MA+SA, que presentd una mayor

dispersion, llegando a valores de hidrofobicidad de hasta

el 40%.
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Figura lll.7. Representacion de aislados clinicos respecto a la hidrofobicidad agrupados con
respecto de formacién de biopeliculas. En el panel A se representa el nimero de aislados con
respecto a la hidrofobicidad. En el panel B se representa en % de aislados con respecto a la

hidrofobicidad.
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Si realizamos un estudio de la espectancia de los dos bloques analizados Se observé
claramente que los aislados menos formadores de biopeliculas presentaron una espectancia
muy marcada en el intervalo de hidrofobicidad entre el 0 y el 15%, mientras que en el caso
de los aislados con mayor capacidad de formar biopeliculas (SA+MA), la tendencia fue mas

dispersa. Figura ll1.8.
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Figura 111.8. Relacidon de la espectancia de los aislados SA+MA y NA+WA con respecto a la
hidrofobicidad.
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111.3. Analisis Protedmico de la Matriz Extracelular de las biopeliculas

Una vez clasificados los 448 aislados clinicos tanto con respecto a su
hidrofobicidad, asi como a su capacidad de formacidn de biopeliculas, se procedié al
estudio protedmico de la Matriz Extracelular (ME) de las mismas. Para ello fueron
seleccionados 9 aislados atendiendo a su capacidad en la formacién de biopeliculas, 3
de cada grupo de los que presentaron capacidad para formar biopeliculas, descartando
por razones obvias el grupo de las muy poco o nada formadoras (NA). Los aislados
analizados fueron en el caso de los muy formadores (SA): 270, 359 y 456. De los
medianamente formadores (MA) se estudiaron el 286, 318 y 394. Del conjunto de los
poco formadores (WA), se seleccionaron los aislados 208, 317 y 329. Como cepa
control, tal como se indicé anteriormente, fue utilizada la cepa SC 5314. En lo que
respecta a la hidrofobicidad de los mismos, tal como se muestra en la tabla lll.2., vemos
gue difieren entre ellos a fin de observar si este dato podria ser relevante en el caso de

los estudios protedmicos.

Tabla lll.2. Aislados utilizados en el estudio protedmico

N2 de Formacion de Rango de Hidrofilidad Hidrofobicidad
Aislado Biopeliculas adherencia % %
SC5314 SA 1,00 80,00 20,00

270 SA 1,00 86,90 13,10
359 SA 1.25 78,16 21,40
456 SA 1,09 93,60 6,40
286 MA 0,64 100,00 0,00
318 MA 0,65 81,47 18,50
394 MA 0,52 79,84 20,16
208 WA 0,44 83,91 16,09
317 WA 0,49 83,94 16,06
329 WA 0,46 82,78 17,22
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La ME juega un papel critico en el mantenimiento de la integridad de las
biopeliculas, asi como en la proteccién de las células que forman parte de la misma
frente a factores externos adversos como pueden ser tanto los antifungicos como el
propio sistema inmunitario del hospedador o situaciones de estrés. A fin de conocer de
un modo detallado las especies proteicas presentes en la matriz extracelular de las
mismas y poder comparar el posible interés de algunas de ellas en la formacién y/o
mantenimiento de las biopeliculas, se procedid a la obtencién del material proteico de

la ME de cada uno de los aislados estudiados.

El estudio de protedmica se realizd con el extracto etandlico (EtOH al 60%) de
biopeliculas maduras de 48 horas obtenidas segun se indica los apartados 1.4 y I1.5.
de Material y Métodos de la presente memoria. La eleccion de este método de
obtencién del material proteico de la ME de la biopelicula frente a otros descritos en la
bibliografia, fue debido a que, aunque presente un poder de solubilizacion inferior a
otros agentes, como por ejemplo el SDS o la sonicacién de las biopeliculas, hace que se
minimice la contaminacion debida a componentes de las células presentes en la
estructura de la misma. El hecho de preservar la integridad de la biopelicula permite
que la mayoria de las proteinas presentes en el extracto sean propias de la ME de las

mismas (Blanes, 2012).

Los experimentos se realizaron en todos los casos por duplicado. Se obtuvo
biomasa de biopeliculas de 48 h procedente de 6 frascos en cada caso (Material y
métodos I1.4). Los extractos etandlicos obtenidos mediante el tratamiento de las
biopeliculas con EtOH al 60% durante 60 min. fueron liofilizados y sometidos a analisis
protedmico. El analisis de Protedmica se llevd a cabo en el Servicio de Protedmica de
la Universidad de Valencia SCSCIE, el cual forma parte de ProteoRed, PRB”-ISCIII, con

apoyo del programa PT13/0001.

11.3. 1. Proteinas presentes en la ME de los aislados clinicos analizados

El nUmero de proteinas totales para cada uno de los aislados estudiados se indica
en la tabla Ill.3. Para ello se ha utilizado como limite de corte la presencia en el estudio

de al menos 2 péptidos. El total de proteinas encontradas fue de 905, considerandose
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el 100%. Los muy formadores, junto con la cepa control SC5314,la cual también
se encontraria dentro de este grupo, fueron aquellos en los que se encontré un mayor
numero de proteinas, existiendo ciertas variaciones entre ellos con respecto al total,
pero con una media de 708. En el caso de los aislados medianamente formadores y los
poco formadores, el nUmero de proteinas totales en los analisis estuvo muy por debajo
de las encontradas en los anteriores. Entre estos dos grupos hubo una gran similitud
con respecto al nimero total, presentando una media de 148 proteinas en el caso de los

medianamente formadores, y de 163 en los poco formadores.

Posiblemente, la notable diferencia con respecto al nimero de proteinas
presentes en la ME de los aislados SA con respecto al resto, sea debido a que los
primeros presentaron a las 24 horas de incubacion unas biopeliculas fuertes,
recubriendo toda la superficie de adhesion del frasco. Por su parte, las WA y NA
presentaron a las 24h biopeliculas muy finas sin recubrir por completo la superficie del
frasco. Alas 48 h, las SA presentaron peliculas fuertes y adherentes, que si se separaban
lo hacian en fragmentos grandes. El resto continuaron siendo en todos los casos menos
consistentes. Este hecho pudo provocar que, tras 48 h de incubacidn, las biopeliculas
de los SA se encontraran mas envejecidas y la mayor masa de células provocara la
liberacion de una mayor cantidad de material proteico hacia la ME.

Tabla 111.3. Numero total de proteinas caracterizadas en los extractos etandlicos de cada uno

de los aislados. Las proteinas indicadas corresponden al valor obtenido aplicando como limite
de corte 2 péptido

Cepa/Aislado Proteinas

Numero total proteinas 905
SC5314 651
270 787

359 791

456 603

286 121

318 162

394 162

208 282

317 100

329 106
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Del total de proteinas encontradas en el caso de los muy formadores, 596 eran
comunes a todos ellos, considerando también en este grupo la cepa control SC5314. En
los aislados medianamente formadores, las proteinas comunes fueron 94, mientras que
los poco formadores tuvieron 71 proteinas comunes entre ellos. En lo que respecta a
proteinas que aparecen solo en uno de los grupos, el tnico niumero llamativo fue el de
los muy formadores, hecho que posiblemente se encuentre relacionado con la gran

cantidad de proteinas totales encontradas en estos aislados. (Tabla I11.4). (Figura 111.9).

Tabla lll.4. Numero de proteinas en los distintos grupos de aislados.

Numero total de proteinas 905
Comunes en Muy formadores 596
Comunes en Poco formadores 71

Comunes en Medianamente formadores 94
Comunes en Todas 57
Solo en Muy formadoras 576
Solo en Medianamente formadores 6
Comunes Muy/Poco formadores 1
Comunes Muy/Medianamente
formadores 1
Comunes Poco/Medianamente
formadores 6

El nimero de proteinas comunes en todos los aislados estudiados, junto
con la cepa control, fue de 57. Numero relativamente bajo en comparacién con el
conjunto total de las proteinas encontradas, pero muy significativo con respecto al
numero total de proteinas en los aislados WA y NA en los que serian aproximadamente

el 38%.
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Medianamente
Formadoras

(94 proeinas comunes)
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(596 proteinas comunes)

1 proteina
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(71 proteinas comunes)

Figura lll. 9. Relacion del nimero de proteinas con respecto al conjunto de las distintas cepas

estudiadas.

En Anexo Il de la presente memoria se relacionan las 905 proteinas totales
encontradas en el estudio de las ME para cada uno de los 9 aislados clinicos y de la cepa
SC5314. Endichatabla se enumeraron por orden alfabético los genes correspondientes,
en los casos en los que se conoce el nombre estandar del gen. En aquellos casos en los
gue no se conoce el nombre estandar, se utilizd el nombre sistematico. Estos datos
fueron obtenidos a partir de los ORFs correspondientes en la base de datos de

GenomeDatabase de Candida.

Mediante los datos obtenidos en la base de datos Genome Database de Candida,
encontramos que este total de proteinas (905), se encuentran implicadas en 248

procesos celulares. Asi mismo el niUmero de funciones encontradas es de 63. Los datos
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obtenidos fueron muy amplios debido al gran nimero de proteinas analizadas. La gran
mayoria de las mismas presentan funcién hidrolasa (17,2%), oxidoreductasa (15,2%),
unién a proteinas (14,4%), transferasa (11,8%), asi como funcidn estructural (11,5%),

presentando en menor grado funciones de unién a distintas moléculas, asi como de

regulacién enzimatica entre otras. Dentro de los procesos en los que se encuentran
implicadas se incluyen principalmente la regulacién de procesos biolégicos (23,6%), el
transporte (20,9%), la respuesta al estrés (17,6%), crecimiento filamentoso (11,2%),
patogénesis respuesta a drogas, asi como en el metabolismo de carbohidratos, entre
otros (cada uno de estos ultimos, entre un 7 y un 10%). La funcion de las proteinas

analizadas en muchos casos es ubicua pudiendo encontrarse en distintas categorias GO.

La gran mayoria de estas proteinas (61,8%) presentarian una localizacidn
citoplasmatica. Su presencia en la membrana, en el nucleo, en la regién extracelular,
mitocondria y pared celular, también es importante pero mds minoritaria (entre un 10

y un 20%).

En el estudio de las proteinas comunes correspondientes a cada uno de los
grupos, se observd que con respecto a los muy formadores presentaban, como hemos
comentado anteriormente, un elevado numero (596), las cuales representan

aproximadamente el 84 % de la media de proteinas encontradas en este grupo.

En el estudio de los procesos, funcion y localizacidn en los que se encuentran
implicadas las 596 proteinas comunes de los aislados SA, observamos que se mantienen
desde un punto de vista relativo los resultados obtenidos para el conjunto del total de
las proteinas. En la figura 111.10 se observa un resumen de estos procesos considerando
los datos obtenidos para valores en los que el numero de proteinas implicadas fue
superior al 5% con respecto a los 596 comunes, consideradas el 100%. En lo que
respecta a la localizacién y procesos en los que se encuentran implicadas, como se ha
comentado anteriormente es muy semejante al conjunto de proteinas totales. En
cuanto a su funcién, principalmente encontramos proteinas con actividad
oxidoreductasa, estructural, hidrolasa, transferasa y de unién a proteinas. (Figura

111.10).
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Figura lll. 10. Analisis de la localizacién celular A, proceso B y funcién C de las 596 proteinas

comunes en los aislados SA.

Las proteinas comunes en los aislados MA, como indicamos en la tabla lll.4. fueron

94, el 43 % del total de las proteinas encontradas en la media de este grupo. En el andlisis

se observd un comportamiento muy semejante a las comunes en los aislados SA. Con

respecto a los procesos en los que se encuentran implicados, podemos observar un

numero importante de proteinas con interaccidn interespecies., procesos metabdlicos, y

respuesta al estrés, y funciones relacionadas. (Figuralll. 11).
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Figura lll. 11. Analisis de la localizacion celular A, proceso B y funcidon C de las 94 proteinas
comunes en los aislados MA.

Enlo que respecta a las proteinas comunes entre aquellos aislados cuya capacidad
de formar biopeliculas fue baja WA, encontramos 71 proteinas. En el estudio de
localizacion, funcion y procesos en los que se encuentran implicadas, se obtuvieron
resultados muy semejantes al obtenido en el resto de aislados estudiados. Con respecto a
su localizacién, el mayor porcentaje fue citoplasmatico (57%), seguidas por las de region

extracelular, membrana y mitocondria.

En cuanto a su funcién, continda siendo muy importante la actividad
oxidorreductasa, pero en este grupo encontramos la funcidon de unién a proteinas con
una mayor relevancia, asi como las implicadas en la respuesta a agentes quimicos (Figura

11.12).
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Figura lll. 12. Andlisis de la localizacidn celular A, proceso B y funcidn C de las 71 proteinas
comunes en los aislados WA.

111.3.2. Anadlisis de las proteinas comunes en la ME a todas las cepas estudiadas

Como se puede observar en el apartado anterior, independientemente del
numero de proteinas encontradas en cada uno de los grupos, observamos que, con
pequefios matices, el comportamiento es muy parecido. Podemos encontrar a nivel
individual especies moleculares distintas, pero todas ellas pertenecientes a familias con
funcion similar. Observamos en el conjunto diferencias a nivel cuantitativo pero muy
semejantes a nivel cualitativo. Consideramos pues importante el andlisis detallado de

las proteinas comunes a todos los grupos de aislados.

En el presente apartado nos centramos en el estudio y caracterizacién de las

proteinas comunes en el extracto etandlico de la ME de los 9 aislados clinicos analizados
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junto con la cepa control. Los péptidos encontrados en el andlisis proteinico aparecieron

con valores significativamente altos en todos los casos.

Los genes correspondientes a estas 57 proteinas, su nombre sistematico, nombre
de la proteina, asi como la funcion bioldgica de las mismas, la presencia o no de péptido
sefial y el indice medio de hidropatia, se encuentran indicados en la tabla III.5. El orden

el que se encuentran en la tabla se ha realizado atendiendo al orden alfabético del gen.

Tabla lll. 5. Andlisis de los 57 genes comunes en la ME de las biopeliculas en todos los aislados
estudiados. Datos descritos en el ensamblaje 22 de Candida Genomedatabase.

Indice
GEN Nombre Proteina Funcidn biologica ? medio Péptido
sistematico de seial
hidropatia®

AAT1 C2_05250C_A Aatlp Aspartato -0,35 no
aminotrasferasa

ACB1 C7_00750W_A Acblp Prot. Similar a acyl-CoA -1,05 no

ACH1 C5_02000C_A Achlp? Acetyl-coA hidrolasa -0,34 no

ACO1 CR_08210C_A Acolp Aconitasa -0,28 no

ADE12 C1 _09640W_A Adel2p Adenylosuccinate -0,34 no
sintasa

ADH1 C5_05050W_A Adh1lp Alcohol 0,01 no
deshidrogenasa

APR1 C2_07400C_A Aprlp Proteasa aspartica -0,07 si
vacuolar

ARF2 C3_04950W_A Arf2p Factor ADP- ribosilacién -0,2 no
(putativo)

ASR3 C2_03790C_A Asr3 Respuesta al estrés -1,14 no

BLP1 C1_12850W_A Blplp Desconocida -0,86 no

CA0668 C1_05180C_A C1_05180cp NADH-ubiquinona -0,77 no

CMD1 C4 _06030W_A Cmdlp Calmodulina -0,52 no

col1 C1_07900W_A Coilpl Proteina de secrecion -0,37 Si

COX12 C6_04250W_A C6_04250w Citocromo-c oxidasa -0,67 no

CoX17 C2_01180W_A Cox17p Metalchaperona -0,92 no

CPR3 C2_02320C_A Cpr3p  Peptidilprolyl cis-trans -0,37 no
isdbmerasa

CYP1 C7_02380C_A Cyplp Peptidil-prolyl cis- -0,23 no
trans isomerasa

DDR48 CR_01020C_A Cr_01020cp Desconocida -1,41 no

ENO1 C1_08500C_A Enolp Enolasa -0,19 no
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GLO1
GLX3
GPM1
HBR2
HSP12
HSP21

HSP70
IDI1

LDGS
MLS1
orf19.1862
orf19.2426
orf19.3226

orf19.4952.1
ORF1

orf19.5201.1
0rf19.913.2

PMU1
PGK1
PST1
PST2
PST3
RBP1
RCT1

RIP1
SoD1
TAL1
TDH3

TEF1
TFS1
TIM9

TPM2
TRX1
uBI3
WH11
YCP4

100

C1_00500C_A
C3_02610C_A
C2_03270W_A
C6_04220C_A
C5_02110W_A
C2_04010C_A

C1_13480W_A
C4_02280W_A
C6_02100W_A
C1_09690W_A
C2_07630C_A
CR_03020C_A
CR_01280C_A

C1_13260W_A
C1_08060W_A

C1_04360C_A
C3_04080W_A

C3_06920W_A
C6_00750C_A
C2_06870C_A
C2_08640C_A
CR_05390W_A
C7_02570C_A
C3_05710W_A

C3_04430W_A
C4_02320C_A

CR_03720W_A
C3_06870W_A

C2_08370C_A
C5_00930C_A
C7_03630C_A

CR_08460W_A
CR_10350C_A
C4_07180W_A
C2_05180W_A
CR_05380C_A

Glolp
GIx3p
Gpmlp
Hbr2p
C5_02110wp_
Hsp21p

Hsp70p
Idilp
C6_02100wp_
Mislp
C2_07630cp
Cr_03020cp_a
Cr_01280cp_a

C1l 13260wp
a
Ofrlp

C1 04360cp_a
C3_04080wp_
a
C3_06920wp_
Pgklp
Pstlp
Pst2p
Pst3p
Rbplp
Rctlp

Riplp
Sodlp
Tallp
Tdh3p

Teflp
Tfslp
Tim9p

Tpm2p
Trx1lp
Ubi3p

Wh1lp
Ycpdp

Glioxalasa (putativa)
Glioxalasa
Fosfoglicerato mutasa
aminotrasferasa
Shock térmico
Proteina de

Shock térmico
Chaperona
Isomerasa

Proteina de secrecién
Malato sintasa
Proteina de estrés
Fosfohidrolasa
Transporte

de esteroles
Peptidil-prolyl

cis- trans

regulaciéon

Blanco- opaco
Inhibidor ATPasa

Sub. 6 citocromo-

c reductasa
Fosfomutasa
Fosfoglicerato quinasa
Flavodoxina
Flavodoxina
Flavodoxina
Isomerasa

Inducida

por

Citocromo-c reductasa
Superoxido dismutasa
Transaldolasa
Triosa-fosfato-
deshidrogenas
Factor de elongacién
Carboxipeptidasa
Membrana
mitocondrial
Tropomiosina
Tioredoxina
Ubiquitina

fase blanca
Flavodoxina

-0,69
-0,25
-0,38
-0,06
-0,86
-0,86

-0,36
-0,38
-0,27
-0,33
-0,4
-0,42
0,07

-0,15

-0,43

-1,02
-1,2

-0,64
-0,21
-0,05
-0,18
-0,02
-0,34
-1,62

-0,19
-0,51
-0,25
-0,04

-0,33
-0,6
-0,81

-1,33
0,21
-0,64
-1,02
-0,31

no
no
no
no
no
no

no
no
si

no
no
no
si

Si

no

no
no

no
no
si
si
no
no
no

si

no
no
no

no
no
no

no
no
si
no
no
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YPT1 C1_03500W_A Yptlp Secrecidn de proteinas 0,31 no
YWP1 C2_08590W_A Ywplp Pared celular 0,05 Si

2 Funcidn biolégica de la proteina producto del gen indicado

®Datos obtenidos de la pagina Candida Genome DB. Los valores positivos indican una
proteina relativamente hidrofébica, siendo los negativos correspondientes a proteinas
relativamente hidrofilicas. El indice medio de hidropatia se calcula sumando los valores de
hidropatia de Kyte y Doolittle (1982) de todos los aminoacidos de la proteina y dividiéndolo
por el nimero de aminodacidos que forman la cadena peptidica.

En la prediccidon de la presencia de péptido sefial mediante su analisis en Ila
pagina Candida Genome DB, se observd que, de las 57 proteinas, solo 10 presentan
péptido sefal, dato que se encuentra en concordancia con el encontrado por nuestro
grupo en el estudio proteico de los extractos de EtOH de las biopeliculas de la cepa CAl4-
URA3 de C. albicans (Martinez et al., 2016). La presencia de proteinas con estas
caracteristicas, sin péptido sefial, en la ME se encuentra apoyada por el hecho de haber
sido descritas vias secretoras no clasicas tanto en S. cerevisiae como en C. albicans, las
cuales podrian ser responsables, al menos en parte, de la presencia de gran variedad
de componentes citosdlicos en la ME de biopeliculas de C. albicans (Monteoliva et al.,
2002; Nombela et al., 2006, Chaffin 2008; Gil-Bona et al., 2015; Gomez-Molero et al.,
2016). Este tipo de proteinas pueden representar especies “multifuncionales” que
presentan diferentes funciones dependiendo de su ubicacidn subcelular. Actualmente
se ha sugerido que puede existir una relacidon entre estas proteinas y factores de
virulencia, asi como a la respuesta al estrés oxidativo, la adhesiéon de las células fungicas
a los tejidos del hospedador y a la propia formacién de las biopeliculas (Serrano-Fujarte

etal.,2016).

En lo que respecta al indice medio de hidropatia (Kyte y Doolittle, 1982), 53 de
las 57 presentan indices negativos. Las biopeliculas se pueden considerar como
hidrogeles, y el hecho de encontrar estos indices seria concomitante con el entorno
altamente hidrofilico de la ME de la biopelicula. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Martinez et al. (2016), en cuyo trabajo el 96 % de los polipéptidos
identificados en los extractos etandlicos e la ME de las biopeliculas presentaron indices
negativos, siendo en nuestro caso el valor de 93%.
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La presencia de estas 57 proteinas comunes en todos los casos sugiere que
podrian desempefiar un papel funcional importante en la biologia de las biopeliculas.
Para ello realizamos una clasificacion de las mismas atendiendo a su funcién y procesos

en los que se encuentran implicados. (Tablas llII.6, 111.7).

Tabla I11.6. Relacién de categorias funcionales de las 57 proteinas comunes en los extractos de
la ME de las biopeliculas de todos los aislados clinicos

Categoria GO?® Frecuencia de la Genes*©
categoria GOP
Funcién molecular 21.1% YWP1, OFR1, HSP21, WH11, ASR3,
GO: 0003674 C6_02100W_A, HSP12, COI1, BLP1,
CR _01280C A, C2 07630C A, RCT1
Oxidoreductasa 21.1% SOD1, TRX1, C3_04080W_A, RIP1,
G0:0016491 TDH3, YCP4, PST1, ADH1, PST3,

C6_04250W_A, PST2, C1_05180C_A

Union a proteinas 21.1% TPM2, ENO1, C1_13260W_A, HSP70,
GO: 0005515 TIM9, TDH3 ,CMD1, TEF1, GPM1,
ADH1, YPT1, PGK1

Hidrolasa 15.8% ARF2, CR_03020C A, DDR48, TEF1,

G0:0016787 ACH1, IDI1 C3_06920W _A, APR1,
YPT1

Transferasa 14.0% ENO1, MLS1, ACH1, ADH1, TALI,

G0:0016740 PGK1, HBR2, AAT1

Isomerasa 10.5% C1 13260W_A, CPR3, CYP1, GPM1,

G0:0016853 IDI1, RBP1

Liasa 7.0% ENO1, GLX3, GLO1, ACO1

G0:0016829

Unién DNA 3.5% ADE12, ACO1

G0:0003677

Transportadora 3.5% TIMS, C6_04250W_A

G0:0005215
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Regulador enzimatico 3.5% C1 _04360C A, TFS1
G0:0030234

Unién RNA 3.5% TDH3, TEF1
GO0:0003723

Uniodn a lipidos 1.8% TFS1
GO0:0008289

Ligasa 1.8% ADE12
G0:0016874

Peptidasa 1.8% APR1
G0:0008233

Proteina estructural 1.8% UBI3
G0:0005198

Fosfatasa 1.8% C3_06920W_A
G0:0016791

GO:00

Otras 3.5% COX17, ACB1

Finder de la base de datos de Candida Genome DB.  Nimero de acceso a la categoria GO. °
Frecuencia de aparicion en la categoria GO. Este cdlculo se realiza dividiendo el nimero de genes
clasificados en cada categoria GO entre el niUmero de genes identificados. “Los nombres de los genes
siguen la nomenclatura propuesta en la base de datos Candida Genome DB. Algunos genes se
encuentran asociados a mas de una categoria GO.

En la tabla Ill.6 se presenta una clasificacion de las 57 proteinas comunes
atendiendo a sus categorias funcionales GO (htpp//www.Candidagenome.org). Se
agruparon del siguiente modo: el 21,1% pertenecen a la categoria GO: 0003674 (funcion
molecular); un porcentaje idéntico (21,1%) a la categoria GO: 0016491 (oxidoreductasa);
otro 21% a GO: 0005515 (unidn a proteinas); un 15,8% a GO: 0016787 (hidrolasa); el 14%
a GO: 0016740 (transferasa); 10,5% pertenecen a la categoria GO: 0016853 (isomerasa);
y un 7% son GO: 0016829 (liasa). Encontramos otras 10 categorias, indicadas en la tabla,
cuyos porcentajes se encuentran por debajo del 4%, las cuales hemos considerado menos
representativas. El total de los porcentajes obtenidos es superior a 100; este hecho es

debido a que algunos de los genes se encuentran en mas de una categoria GO.
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Estos datos son semejantes a los obtenidos por nuestro grupo para las proteinas del
extracto de la ME de las biopeliculas de la cepa CAI-URA3 de C. albicans (Martinez et al.,
2016). De los datos obtenidos resulta destacable que un alto porcentaje de las proteinas
presentan actividad oxidoreductasa, de lo que se deduce una importante actividad
antioxidante en la ME, un hecho que conllevaria a la resistencia a los agentes antiflngicos.

Asi mismo se encontré un numero importante de genes implicados en la unién a proteinas.

En el andlisis de los distintos procesos en los que se encontrarian
relacionados los genes en estudio (Tabla 11l.7), podemos observar que la gran mayoria de
ellos se encuentran implicados en procesos de regulacién. Un importante porcentaje,
(28%) actuan en respuesta a agentes quimicos, asi como en la respuesta al estrés. En estos
grupos aparecen repetidos varios genes, como por ejemplo SOD1 (superoxido dismutasa),
ENO1 (enolasa), HPS21 y HPS70 que codifican para proteinas de shock térmico y GLX3

(glioxalasa), entre otras.

Dentro de estos procesos, se puede apreciar la importancia de los 57 genes
comunes tanto para la defensa frente a ataques quimicos o bioldgicos, asi como su

implicacion en el transporte y metabolismo.

Tabla Ill.7. Relacion de procesos en los que se encuentran implicados los 57 genes
comunes.

SOD1 OFR1 TPM2 C1_04360C_A ARF2 TRX1
42,10% ENO1 TFS1 HSP70 RIP1 TIM9 TDH3 YCP4 CMD1
Regulacion biolégica HSP12 PST1 CYP1 ADH1 PST3 ACO1 PST2 YPT1
PGK1 RBP1

SOD1 HSP21 ARF2 TRX1 GLX3 ADE12 HSP70
28,10% DDR48 YCP4 CMD1 PST1 ACH1 PST3 PST2

Respuesta agentes quimicos YPT1 RBP1

28 10% YWP1 SOD1 HSP21 ENO1 HSP70 WH11 TDH3
Relacidn interespecies R YCP4 TEF1 PST1 GPM1 ADH1 PST3 ACO1 PST2

PGK1

22 80% TPM2 COX17 TRX1 TIMS9 CMD1 TEF1 CYP1
Organizacion de organulos R UBI3 PST3 ACO1 C6_04250W_A YPT1 RBP1

22 80% SOD1 HSP21 TRX1 GLX3 HSP70 DDR48 WH11
Respuesta al estrés SRR YCP4 HSP12 PST1 PST3 APR1 PST2

104



RESULTADOS

COX17 ARF2 TRX1 HSP70 TIM9 TDH3 CMD1

Transporte 17,50% TEF1 CR_01280C A YPT1
14 00% COX17 ENO1 C3_04080W_A RIP1 TDH3
Obtencién de metabolitos ’ GPM1 ACO1 PGK1
Crecimiento filamentoso 14,00% | SOD1 TPM2 HSP21 ARF2 TRX1 ENO1 DDR48
14 00% CR_03020C_A ASR3 C6_02100W_A COI1
Procesos biolégicos ’ BLP1 C3_06920W_A RCT1 C1_05180C A
Metabolismo de carbohidratos 12,30% HSP21 ENO1 TDH3 MLS1 GPM1 TAL1 PGK1
Patogénesis 12,30% SOD1 HSP21 WH11 YCP4 PST1 PST3 PST2
Metabolismo de lipidos 10,50% | soD1 CMD1 MLS1 ACH1 IDI1 ACB1
Plegado de proteinas 8,80% C1_13260W_A HSP70 CPR3 CYP1 RBP1
Respiracién celular 7,00% COX17 C3_04080W_A RIP1 ACO1
Modificacién de proteinas 7,00% TRX1 CPR3 CYP1 UBI3
Respuesta a drogas 7,00% ARF2 CMD1 YPT1 RBP1
Sefial de traduccién 7,00% ARF2 CMD1 YPT1 RBP1
Organizacion del citoesqueleto 5,30% TPM2 CMD1 TEF1
Ciclo celular 5,30% TPM2 CMD1 CYP1
Conjugacioén 5,30% TPM2 CMD1 RBP1
Formacion de biopeliculas 5,30% YWP1 WH11 ADH1
Desarrollo celular 5,30% RIP1 CMD1 CYP1
Metabolismo RNA 5,30% UBI3 C2_07630C A YPT1
Transporte mediado por vesiculas 5,30% TRX1 CMD1 YPT1
Traduccién 3,50% TEF1 UBI3
Homeostasis celular 3,50% SOD1 TRX1
Citoquinesis 1,80% TPM2
Adhesién celular 1,80% TDH3
Organizacién pared celular 1,80% sop1
Organizacién del nicleo 1,80% CMD1
Sintesis de Ribosomas 1,80% UBI3
Crecimiento de Pseudohifas 1,80% TPM2
Catabolismo proteico 1,80% APR1
Crecimiento celular 1,80% CMD1
Crecimiento celular en cadena 1,80% TPM2
Metabolismo de DNA 1,80% DDR48
Otros 5,30% GLO1 HBR2 AAT1

Los porcentajes se refieren al nimero de genes presentes en ese apartado con
respecto al total de los 57 genes estudiados.

En el estudio de la localizacion de los productos de los distintos genes

observamos que un gran numero de ellos (66%) presentan localizacidn citoplasmatica.

Asi mismo el porcentaje de localizacion mitocondrial, en membrana y en pared
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también son importantes. En algunos observamos claramente su ubicuidad, como en

el caso de SOD1, ENO1, ACH1 y HSP70, entre otros (Tabla I11.8).

Tabla 111.8. Localizacién celular de los productos de los 57 genes estudiados.

SOD1 TPM2 C1_04360C_A COX17 ARF2 TRX1
ENO1 TFS1 GLX3 ADE12 C3_04080W_A HSP70
RIP1 CPR3 WH11 TIM9 TDH3 YCP4 CMD1
HSP12 TEF1 MLS1 CYP1 GPM1 ACH1 ADH1
UBI3 PST3 TAL1 CR_01280C_A ACO1 APR1
Citoplasma C6_04250W_A YPT1 PGK1 C1_05180C_A HBR2
SOD1 C1_04360C_A COX17 TRX1 ENO1
C3_04080W_A RIP1 CPR3 TIM9 TDH3 TEF1
CYP1 GPM1 ACH1 ADH1 ACO1 C6_04250W_A
Mitocondria YPT1 PGK1 C1_05180C_A HBR2 AAT1

ENO1 TFS1 C3_04080W_A HSP70 RIP1 TIM9
29,80% TDH3 YCP4 TEF1 PST1 ADH1 PST3

66,70%

38,60%

Membrana C6_04250W_A PST2 YPT1 RCT1 PGK1

26.30% YWP1 ENO1 GLX3 HSP70 DDR48 WH11 TDH3
Pared celular ! HSP12 TEF1 CYP1 GPM1 ADH1 TAL1 PST2

19 30% ENO1 HSP70 RIP1 TDH3 YCP4 PST1 ADH1
Membrana plasmatica ’ PST3 PST2 YPT1 PGK1

17 50% SOD1 COX17 TRX1 C3_04080W_A RIP1
Envoltura mitocondrial ! TIM9 CYP1 GPM1 C6_04250W_A YPT1

15 80% SOD1 TRX1 ENO1 C3_04080W_A HSP70
Nucleo ’ HSP12 CYP1 TAL1 ACB1

15,80% YWP1 SOD1 ENO1 TEF1 COI1 ADH1

Regién extracelular UBI3 CR_01280C_A ACB1
CR_03020C_A C1_13260W_A

Componente celular 12,30% ASR3 C6_02100W_A GLO1 BLP1

Vacuola 10,50% TRX1 ENO1 TFS1 TEF1 CR_01280C A APR1
Peroxisoma 8,80% ARF2 TDH3 MLS1 CYP1 ACH1

Punto de crecimiento 5,30% TPM2 CMD1 YPT1

Apice de la hifa 5,30% TPM2 CMD1 YPT1

Sistema membranoso 5,30% ARF2 CMD1 YPT1

Aparato de Golgi 3,50% ARF2 YPT1

Citoesqueleto 3,50% TPM2 CMD1

Yema 3,50% TPM2 CMD1

Cromosoma 3,50% CYP1 PST3

Ribosoma 1,80% UBI3

Reticulo endoplasmico 1,80% YPT1

Cortex celular 1,80% TPM2

Microtubulos 1,80% CMD1

Otros 8,80% OFR1 HSP21 C3_06920W_A C2_07630C_A RBP1
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lll.4. Reintegracion del Gen GLX3

En estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacién se identificé una
proteina producto de la secuencia orf19.251. Esta proteina de 29 kDa, se encontré de
forma consistente en el estudio protedmico de los extractos etandlicos de ME de las
biopeliculas (Blanes, 2012), asi como en el presente estudio, siendo una de las proteinas
mas abundantes entre los 57 comunes a todos los aislados analizados, asi como en la cepa

control.

El orf19.251, en su andlisis en http://www.candidagenome.org/, indica que

corresponde al gen GLX3, que codifica para una proteina GIx3 con actividad glioxalasa lll,
con actuacion en procesos de catabolismo, asi como frente a estrés oxidativo. Es capaz
de unirse a Inmunoglobulina E humana. Se encuentra aumentada en la fase estacionaria,
asi como en la formacion de biopeliculas. Ha sido localizada tanto en la ME de las
biopeliculas como en la pared de hifas y levaduras. Asi mismo, con respecto a su

localizacién celular, se encuentra también en el citosol.

En el estudio mencionado anteriormente (Blanes, 2012) se obtuvo un mutante
heterocigoto y otro homocigoto para dicho gen, indicando que la falta del mismo podria
afectar a la formacion de la pared célula. En dicho trabajo no se realizé la reintegracion
del gen, el cual se ha abordado en el presente trabajo dadoque es sumamente importante
conocer si realmente el efecto indicado en el estudio realizado por Blanes, era debido a la

falta de la proteina GIx3 o por alteraciones producidas en la obtencién de los mutantes.

Ill. 4. 1. Obtencidn del reintegrante

Para la obtencion de la cepa reintegrante para el gen GLX3, nos basamos en la
metodologia del cassete SAT1 flipper, utilizando un casete que contiene un marcador
dominante para resistencia a nurseotricina, adaptado a C. albicans para la seleccién de los

transformantes integrativos.

La secuencia orf19.251 se amplificd por PCR, utilizando como molde DNA
gendmico de la cepa SC5314 de C. albicans. Se utilizaron los oligonucledtidos cebadores

purificados por HPLC, GLX3PF y GLX3PR para amplificar tanto el gen como parte de la
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zona promotora y terminadora (1000 pares de bases por arriba y 800 por abajo).

A fin de obtener la amplificacion de la secuencia sin errores, se realizé una PCR de
“alta fidelidad” utilizando la polimerasa KAPA HiFi™, la cual requiere unos parametros
Optimos de utilizacién, siendo la temperatura el parametro critico. Utilizamos una

temperatura de hibridacién de 68°C, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Se comprobd el tamaio de amplicones de la orf19.251 mediante electroforesis en
gel de agarosa y las bandas correspondientes se purificaron mediante el kit comercial

Genelet Gel Kit (Thermo Scientific ®) (Figura 111.13).

pB

il

8148
4573

274l —

Figura lll.13. Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones de orf19.251-EXT con un
tamanfio de banda de 2.471 pares de bases.

La clonacién del amplificado se realizo en el vector pletl.2/blunt, se procedio a la
construccion del cassete de integracion en el vector pEccl20 vy, finalmente,
transformacién de la cepa DH5a de E. coli (Blanes, 2012). A partir de esta cepa de E. coli
gue posee el plasmido pAEMS5N (vector pEcc120 conteniendo la secuencia orf19.251)
(Figura 111.14), se procedié a la obtencién del ADN plasmidico de la bacteria mediante la
utilizacion del kit GeneJET® Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific®), siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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AmpR AmpR
A ACTt B
SAT1
SAT pEcc120 + orf19.251
pEccl20 (pEAMSN)
5219 pb

7690 pb

/Jr pACT
Kpnl (3018) orf19.251

pACT

Kpnl (3018) o

Sall (1091)

Sall (1091)
BstBI (2738)

BstBI (2738)

Figura lll. 14. A. Mapa del pldsmido de integracion. B Mapa del plasmido de integracién del
orf19.251 en el vector pEcc120. (D’ Enfert et al., 2009)

Para la comprobacion de la presencia de la secuencia orf19.251, el plasmido
pPAEMSN fue digerido con Kpnl y Sall, y a continuacidn se realizé una electroforesis en gel

de agarosa en la que se analizo el plasmido pAEMS5N sin digerir y digerido (Figura 111.15).

Figura Ill. 15. Comprobacién de la presencia de la secuencia orf19.251 mediante electroforesis
de la digestion del plasmido pAEM5N por Kpnl y Sall. Calle 1: plasmido sin digerir en su forma
normal y superenrollada; calle 2: plasmido digerido, la banda A plasmido sin digerir, B el vector

pEcc120 siendo la banda C el inserto (orf19.251).
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Una vez comprobada la presencia de la secuencia orf19.251, el plasmido se
linealizé digiriéndolo con la enzima BstBI, cuyo lugar de corte es la regién RP10 del vector
pEcc120, y posteriormente fue purificado utilizando el kit de extraccion Genlet® (Gel

Extraction Kit de Thermo Scientific®).

El ADN una vez linealizado y purificado se utilizé para transformar la cepa
homocigota gIx3/glx3 (cepa H29A2). La transformacion mediante electroporacion se llevo
a cabo utilizando el método de Reuss et al. (2004) ligeramente modificado. Se utilizaron
colonias de la cepa H29A2 preincubadas durante toda la noche a 28°C en medio YPD. Tras
llevar a cabo la transformacidn por electroporacién y pasadas 4 horas de incubacion a fin
de que se expresase la resistencia a nurseotricina, las células se sembraron en placas de
YPD que contenian 200ug/ml de nurseotricina y se incubaron a 28°C durante 48 horas.

(Figura 111.16).
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Figura lll. 16. A) Control negativo Cepa g/x3/g/x3 de C. albicans. B) Colonias de trasformantes
de C. albicans conteniendo la secuencia orf19.251. Las flechas indican alguna de las 10 colonias
que se tomaron para la comprobacion de la internalizacién del plasmido mediante PCR.

De entre las colonias de los transformantes obtenidos se seleccionaron 16
colonias que fueron resembradas en una placa de YPD-nurseotricina (200ug/ml). (Figura

. 17).
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Figura lll. 17. Placa de YPD-nurseotricina. Crecimiento de las 16 colonias seleccionadas.

Para el andlisis de los transformantes por PCR, se seleccionaron los 10 primeros
y se obtuvo el ADN por el método de Nobile y Mitchell (2009), realizando una PCR a fin
de comprobar la internalizacidon del plasmido. Los oligonucledtidos utilizados para
realizar la comprobacion fueron GLX3F-FUSB y GLX3R-FUSB. Se realizé una electroforesis
en gel de agarosa (Figura lll. 18), observandose una banda de 711 pb que corresponde
al orf19.251 en el control positivo (SC5314) (calle 2) y en los 10 clones seleccionados
(calles 2 a 12). En el control negativo (g/x3/glx3), calle 1, no se observé la banda de 711

pb.
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Figura Ill. 18. Analisis por PCR de 10 de los transformantes. Controles negativos: calles 1
(gIx3/gix3) y 13 (control negativo de amplificacion). Calle 2, control positivo (cepa SC5314).
Calles 3 a 12: clones seleccionados para su estudio.

lll. 4. 2. Analisis fenotipico de los mutantes heterocigoto, homocigoto y del

reintegrante para el gen GLX3

Para poder determinar las posibles funciones de la proteina GIx3, se realizdé un
analisis fenotipico de las cepas mutantes indicadas en el apartado anterior, GLX3/glx3,
glx3/glx3 y el reintegrante glx3/glx3, GLX3. Realizamos estudios tanto de viabilidad
como de integridad de la pared celular. En todos los casos utilizamos como cepa control

la cepa parental SC5314 (GLX3/GLX3).
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11l. 4.2.1. Cinética de crecimiento

En la Figura lll. 19, se observa la cinética de crecimiento a 28°Cy a 37°C, tanto de
la cepa control como de los mutantes. Para ello las células se crecieron en medio YPD
durante 24h a las temperaturas indicadas. Como se puede observar, a 28°C, tanto el
mutante heterocigdtico como el reintegrante no presentaron diferencias de crecimiento
con respecto a la cepa control. Sin embargo, en el mutante homocigético, el crecimiento
fue algo inferior. Cuando el estudio se realizé a 37°C, la cinética de crecimiento del

mutante homocigotico se observo con una mayor afectacion.

28° 100 1 37°

01 T T T T

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20
: : TIEMPO (horas) —_— TIEMPO (horas)
—8— GLX3/GLX3 —— GLX3IGLX3
—0— GLX3fgix3 —0— GLX3/4ix3
—¥— olk3ighk3 —7— gix3gix3
—&— glx3igixd, GLX3 —f— glk3/gix3, GLX3

Figura 111.19. Curva de crecimiento de la cepa parental (SC5314), los mutantes heterocigético
(GLX3/gIx3), homocigdtico (glx3/glx3) y el reintegrante (g/x3/gix3, GLX3) de C. albicans. Se
partié de una D.0.600nm= 0,3. Las muestras se tomaron cada hora durante las primeras 10

horas y una ultima muestra a las 24h.

Ill. 4. 2. 2. Sensibilidad a la temperatura

El analisis del efecto de la temperatura se realizé en placas de YPD sembradas
por goteo de cada una de las cepas a estudiar, incubandose posteriormente a 28°Cvy a

37°C. Como podemos observar en la Figura lll. 20, el mutante heterocigdtico no presentd
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diferencias significativas con respecto al control, y el reintegrante recuperé el fenotipo
parental. En lo que respecta al mutante homocigdtico, se observa que es un mutante
termosensible, no encontrando diferencias en el crecimiento a 28°C, pero si un

crecimiento muy bajo a 37°C.

GLX3/GLX3
GLX3/glx34a
glxan/glxan

ghx3A/glx3,GLX3

28°C

Figura I11.20. Sensibilidad a temperatura. Cultivos de las cepas SC5314; GLX3/glx3; gix3/gix3 y
glx3/glx3, GLX3 crecidos en YPD fueron recogidos por centrifugacion. Se hicieron diluciones

decimales seriadas hasta 10'5, y se sembraron 3 pl de cada una en medio sélido YPD a 282Cy
37°C.

111.4. 2. 3. Estudio de la morfologia

Se analizé la induccion de la filamentacion por suero humano a fin de determinar
si la falta del gen GLX3 influia en la transicion de levadura a micelio. En la Figura 111.21 el
panel A) corresponde a las células a tiempo 0 h y el panel B) transcurridas dos horas de
incubacién a 372C en presencia de suero humano. Las células se visualizaron mediante

tincidn con Calcofluor White y se observaron al microscopio con luz UV.

Como podemos observar, la cepa salvaje SC5314 (GLX3/GLX3) es la Unica que
presentd capacidad de formacion de hifas. En los mutantes tanto homocigdtico como
heterocigoético no se observd esta capacidad. El reintegrante no recupero en dichas

condiciones la capacidad de filamentacion.
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GLX3/GLX3 GLX3/gIx3A gIx3A/gIx3A glIx3A/gIx3A,GLX3
GLX3/GLX3 GLX3/gIx3A gIx3M/gIx3A gIx3A/gIx3A,GLX3

B)...

Figura lll. 21. Formacion de tubo germinativo. Las células fueron tefiidas con Calcofluor White y
visualizadas en el microscopio con luz UV.

lll. 4. 2. 4. Sensibilidad al Rojo Congo (RC), Calcofluor White (CW), Dodecil

Sulfato soédico (SDS), y al estrés oxidativo.

A fin de conocer el efecto de la presencia o no del gen GLX3 en la biogénesis de la
pared celular de C. albicans, se realizaron pruebas de sensibilidad a diferentes compuestos
gue alteran el correcto ensamblaje de los componentes macromoleculares de dicha

estructura.
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Se estudid la sensibilidad al Rojo Congo (RC), sustancia que interfiere en la
formacion de las microfibrillas de B-1,3-glucano (Kopecka y Gabriel, 1992) y al Calcofluor
White (CW), molécula dipolar que se une a la quitina distorsionando el ensamblaje de los
diferentes componentes de la pared (Elorza et al., 1983, Murgui et al., 1985, Ram et al.,

1994).

En la Figura lll. 22, observamos el efecto de distintas concentraciones tanto de RC
como de CFW. Se observd una clara disminucion del crecimiento a 28°C para ambos
compuestos en el caso del mutante homocigdtico g/x3/glx3 en comparacion con la cepa
parental SC5314, mientras que en el mutante heterocigdtico no se observaron

diferencias. El reintegrante glx3/glx3, GLX3 recupero el fenotipo parental.

A 37°C, el crecimiento del mutante homocigotico se encontré muy afectado debido
a un efecto aditivo de la temperatura junto con el RC o el CW. El mutante heterocigoto y

el reintegrante se comportaron de modo semejante a la cepa control.

Todo ello indicaria que los efectos observados se deben a la falta de la proteina
GIx3, que deriva por lo tanto en una alteracidn de la arquitectura de la pared celular de

C. albicans, dado que el reintegrante recupera el fenotipo parental.
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GLX3/GLX3
GLX3/glx3a
gix3/glxan Control YPD
glx34A/glx3,GLX3
RC 50 pg/ml
RC 100pg/ml
GLX3/GLX3
GLX3/glk3A CW 12 pg/ml
glx3a/glxan
glx3a/glx3,GLX3
GLX3/GLX3
GLX3/glx3A CW 15 pg/ml
glx3a/glxan

ghx3n/glx3,GLX3

Figura lll. 22. Estudio de la sensibilidad al Rojo Congo y al Calcofluor White de las cepas SC5314;
GLX3/glx3; glx3/gix3 y gIx3/gix3, GLX3. Se hicieron diluciones decimales seriadas de cultivos
crecidos en YPD. Se sembraron 3 ul de cada una de ellas en placas de YPD solido que contenian
50y 100 pg/ml de RCy 12 y15 pg/ml de CFW. Las placas se incubaron a 28°C y37°C.
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El SDS es un detergente que afecta a la estabilidad de la membrana plasmatica y
asi mismo a la construccion de la pared celular. En el estudio del efecto de las dos
concentraciones de SDS empleadas (0.0150% y 0.025%), se observé que el mutante
homocigético presentd una importante una afectacion del crecimiento. En el mutante
heterocigético no se observo afectacion. El reintegrante recuperd el fenotipo parental
tanto a 28°C como a 37°C. A esta ultima temperatura, el mutante homocigético presenté
una disminucidn de crecimiento muy marcada, debido a la suma del efecto del SDS junto

con la temperatura. (Figura lll. 23)

En el estudio del estrés oxidativo exdgeno, representado por la presencia de H202
en el medio de cultivo (11 mM y 12 mM), se observd que el comportamiento era muy
semejante al observado en los casos anteriores. El mutante homocigético fue el que
presentaba una mayor sensibilidad al perdxido de hidrégeno, observando una baja
viabilidad (principalmente en la concentraciéon de 12mM), mientras que en el mutante
heterocigético y en el reintegrante apenas presentaron afectacion, comportandose de un

modo muy semejante entre ellos y con respecto a la cepa control (Figura Ill. 23).
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GLX3/GLX3
GLX3/glx3n
gle3n/glxan

glx3a/alx3,GLX3

GLX2/GLX2

GLX3/glx3n
S5DS 0.015%

glx3n/glx3n

glx3A/gIx3,GLH2

GLX3/GLXS

GLX3 Ix3n
/ghx SDS 0.025%

glx3a/glx30

glx3A/gIx3, GLH2

GLX3/GLX3
GLX3/glx3A

glx3a/glx3A Eiatis dokitild

GLX2/GLX2

GLX3/glx3A
/gl H,0, 12mM

gix3n/slx3A

glx3A/glx3,GLX3

280°C 37°C

Figura 111.23. Estudio de la sensibilidad al Dodecil sulfato sédico (SDS) y al estrés oxidativo de
las cepas SC5314; GLX3/glx3; glx3/gix3 y glx3/glx3, GLX3. Se hicieron diluciones decimales
seriadas de cultivos crecidos en YPD. Se sembraron 3 ul de cada una de ellas en placas de YPD
solido que contenian SDS 0.015% y 0.025% y H202 11mM y 12 mM. Las placas se incubaron a

28°Cy 37°C.
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Ill. 4. 2. 5. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) a farmacos
antimicéticos

Se determinaron las CIM de los farmacos de uso comercial Anfotericina B,
Fluconazol, Posaconazol, Voriconazol, Caspofungina, Micafungina, y Anidulafungina para

el mutante homocigoto gIx3A / gIx3A y la cepa salvaje GLX3 / GLX3 (Tabla lll. 9).

No se encontraron diferencias importantes entre el mutante homocigético y el
tipo salvaje, excepto en el caso de la Anfotericina B. El homocigoto gIx3A / gIx3A mostré
una sensibilidad ocho veces mayor a este fdrmaco en comparacion con la cepa control
(Tabla I11.9.). También se observaron pequefios cambios (dos veces) en los valores de MIC

para fluconazol (aumento) y caspofungina (aumento).

Tabla. 111.9. Sensibilidad a antifingicos del mutante homocigético gIx3A / gIx3A y de la cepa
salvaje GLX3 / GLX3

CMI (ug /ml)
Antifangico GLX3/GLX3 gix34/gix3A
Fluconazol 0.250 0.500
Voriconazol 0.016 0.016
Posaconazol 0.016 0.016
Caspofungina 0.125 0.250
Micafungina 0.016 0.016
Anidulafungina 0.016 0.016
Ampbhotericina B 0.400 0.050

Los valores representan la media de tres experimentos independientes
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l1l. 4. 2. 6. Sensibilidad a Anfotericina B

Dentro del conjunto de pruebas en la caracterizacion fenotipica de losmutantes y
del reintegrante del gen GLX3, evaluamos la sensibilidad frente al antifungico
Anfotericina B el cual demostrd su efecto de modo muy marcado en el

estudio de la CMI en el mutante homocigético.

La Anfotericina B es un macrdlido poliénico que forma poros hidrofilicos
en la membrana plasmatica al unirse a los esteroles de la misma, deteriorando su
integridad. Se observé una afectacion muy importante en el mutante nulo mientras
que el heterocigodtico y el reintegrante se comportaron de modo semejante entre ellos y

con la cepa control. (Figura I11.24)

GLX3GLX3
GLX3glx3A
gix3AgIx3A

gixIAgix3A,
GLX3

YPD YPD AB+2ug/ml YPD AB+3pg/ml

Figura lll. 24. Sensibilidad a Anfotericina B de las cepas SC5314; GLX3/glx3; glx3/gix3 y
glx3/glx3, GLX3. Se hicieron diluciones decimales seriadas de cultivos crecidos en YPD. Se
sembraron 3 pl de cada una de ellas en placas de YPD sélido que contenian 2 y 3 pug/ml de
Anfotericina B. Las placas se incubaron a 282C.

11l. 4. 2. 7. Sensibilidad a Zimoliasa.

Clasicamente se ha utilizado la sensibilidad a la Zimoliasa (complejo enzimatico
con actividad B-1,3-glucanasa) en el analisis de posibles cambios tanto en la composicion
como en la organizacion de la pared celular de C. albicans (Ram et al., 1994; Van der Vaar
et al.,, 1995). Tal como se indica en el apartado 11.8.5. de Material y Métodos, se realizo el

estudio en cultivos en fase exponencial tanto de la cepa parental SC5314, como de los
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mutantes homocigoético y heterocigdtico, asi como delreintegrante.

En la Figura lll. 25, podemos observar que las D.O de los dos mutantes, g/x3/g/x3 y
GLX3/glx3, descendieron mas rapidamente que en la cepa control SC5314 (GLX3/GLX3),
lo que indicaria que el B-1,3-glucano se encuentra mas accesible a la Zimoliasa o bien es
mas sensible a la accién de esta. El reintegrante (glx3/g/x3, GLX3) recuperd de forma
parcial el fenotipo parental, aunque la D.O. en su caso fue ligeramente mads baja que en
la cepa parental pero mayor que en el caso de los mutantes homocigdtico vy

heterocigaético.

SENSIBILIDAD A ZIMOLIASA
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Figura lll. 25. Sensibilidad a Zimoliasa. Cultivos en fase exponencial de crecimiento de las cepas
SC5314; GLX3/glx3; glx3/glx3 y glx3/glx3, GLX3 fueron incubados en presencia de Zimoliasa 20T
(100pug/ml, en tampdn Tris HCl 10 mM pH (7°5) y la variacidén D.O.s0onm fue controlada durante 120
minutos.
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lll. 4. 2. 8. Formacidn de Biopeliculas

En el estudio de la capacidad de formacién de Biopeliculas, se utilizd tanto el
método del Cristal Violeta (Figura Ill. 26. Panel A) con el cual se valora la formacién de
biomasa de la biopelicula, asi como el ensayo XTT-Menadiona, que indica la cantidad de

células metabdlicamente activas (Figura Ill.26. Panel B).

En los resultados obtenidos se observé que la mayor capacidad de formacidonde
biopeliculas (tanto en biomasa como en lo que respecta a células metabdlicamente
activas) correspondié a la cepa parenteral, SC5314), seguida por el mutante
heterocigético. EI mutante homocigoto presentd una marcada disminucion en la
formacion de las biopeliculas. El reintegrante recuperé parte de la capacidad de
formacién de biopeliculas, pero no en su totalidad, presentando un comportamiento

proximo al heterocigdtico, aunque algo inferior.
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Figura lll. 26. Formacién de biopeliculas. A) Estudio mediante Cristal violeta. B) Estudio mediante
XTT-Menadiona.

Ill. 4. 2. 9. Gen GLX3 y Virulencia

A fin de conocer la posible implicacién del gen GLX3 en la virulencia de C. albicans,

se realizd un ensayo de infeccion en ratones BALB, en el laboratorio de la doctora
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Martinez Esparza, en la Universidad de Murcia.

El estudio se llevd a cabo tanto con la cepa parental (GLX3/GLX3), como con los
mutantes homo y heterocigoético, y el reintegrante siguiendo las pautas indicadas en el
apartado 11.8.7. de Material y Métodos. Como podemos comprobar en los resultados
indicados en la figura lll. 27, el seguimiento de la supervivencia de los ratones se realizé
durante 30 dias. Transcurridos los 8 primeros dias, todos los ratones infectados con la
cepa parental habian muerto mientras que el 25% de los ratones infectados con la cepa
heterocigética (gIx3@ / GLX3) permanecieron con vida. En el caso del reintegrante,
transcurrido este mismo espacio de tiempo, fueron el 40 % de los ratones los que
permanecieron vivos. Los ratones infectados con el mutante homocigético presentaron
una supervivencia del 100% transcurridos los 30 dias que durd el experimento,
presentando el mismo comportamiento que el control que se realizé inyectando suero
salino. Al final del experimento, transcurridos 30 dias después de la infeccidn, los ratones
infectados con el mutante heterocigoto presentaron una supervivencia del 12%, siendo

del 33% en el caso del
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Figura lll. 27. Grafica de supervivencia de ratones infectados con las distintas cepas de Candida
albicans.
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DISCUSION

Entre los distintos factores de virulencia indicados para C. albicans, la
hidrofobicidad y la formacion de biopeliculas han sido y son considerados en la
actualidad como dos factores muy destacables. En el presente trabajo nos hemos
centrado de modo particular en estas dos propiedades analizandolas en 448 aislados
clinicos de C. albicans, todos ellos procedentes, como se ha indicado, de pacientes con

candidiasis sistémicas

La capacidad de formar biopeliculas por parte de C. albicans en dispositivos
médicos implantados, tales como catéteres, valvulas cardiacas, prétesis, etc., contribuye
de modo importante a la virulencia del hongo (Kojiic y Darouiche, 2004; Ramage et al.,
2006; Uppuluri et al., 2009; Kniemeyer et al., 2011), siendo considerada actualmente
esta capacidad como el factor de virulencia mas importante en la patogénesis de las
especies del genero Candida ( Araudjo et al., 2017, Mithcell et al., 2016 a, b). Las células
de C. albicans que forman parte de las biopeliculas (células sésiles) presentan una mayor
capacidad de resistencia a los antifungicos que las células libres (planctdnicas), el
microambiente que genera la biopelicula permite la aparicion de un comportamiento
cooperativo de tipo multifactorial (Ramage et al., 2002, 2012; Al-Fattani y Douglas, 2006;
LaFleur et al., 2006; Perumal et al., 2007; Bonhomme y d'Enfert, 2013; Desai et al., 2014;
Van Acker et al., 2014). Las células sésiles se encuentran en el interior de la biopelicula
embebidas por una matriz extracelular que se describe detalladamente en la
introduccion, dicha ME se encuentra formada por un conjunto de materiales
poliméricos, producidos por las distintas células constituyentes de la biopelicula. Dichos
materiales envuelven toda la estructura confiriendo proteccion frente a los distintos
factores ambientales (Mitchell et al., 2016 b). La matriz extracelular (ME) representa la
caracteristica definitoria del estilo de vida de la biopelicula, siendo en los ultimos 20

afios un importante objeto de estudio.

La matriz de la biopelicula presenta en muchos aspectos una importancia critica
asociada con el crecimiento de la misma, interviene en las interacciones de adhesion
(adhesivas y cohesivas) proporcionando estabilidad mecénica y controlando la

dispersién de las células que la forman. Asi mismo actia como un sistema digestivo que
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proporciona una fuente de nutrientes para las células presentes en la misma. De un
modo especial cabria destacar las importantes implicaciones clinicas debido a la
proteccion de las células frente al tratamiento con antifungicos, asi como frente al
sistema inmune. En todas estas acciones merecen especial interés el estudio de las
proteinas que forman parte de la ME de las biopeliculas, debido entre otros motivos
tanto al efecto enzimatico que pueden presentar como el de actuar como dianas de

reconocimiento para o por otras moléculas.

IV.1. Hidrofobicidad y formacién de Biopeliculas

Se conoce desde hace décadas que la superficie hidrofébica de C. albicans
contribuye a su patogénesis, siendo capaz el hongo de regular la hidrofobicidad de su
superficie dependiendo de la fase de crecimiento y de las condiciones de cultivo (Hazen
et al., 2001). La hidrofobicidad es una propiedad intrinseca de las capas externas de la
pared celular de Candida spp. que induce a su agregacion, esta propiedad permite
mantener una distancia optima entre las moléculas de adhesién y los receptores del
hospedador, lo que provoca una unidn covalente fuerte a la mucosa o a otros sustratos
tanto bidticos como abidticos. Dado que la adherencia es el paso inicial en la formacién
de la biopelicula, la hidrofobicidad podria ser un factor sumamente importante en la

formacién de las mismas.

Inicialmente se realiz6 el estudio de la hidrofobicidad de los 448 aislados clinicos
junto con la cepa control. De los aislados estudiados, tal como se observa en la figura
1.1 el 88% de los mismos presentaron hidrofobicidades semejantes dentro de un rango
proximo al 20%, cercano al encontrado para la cepa control SC5314. El resto de aislados
un 12 % presentaron hidrofobicidades mads dispersas y de un modo especial el aislado
nombrado como 437 presentd una hidrofobicidad de aproximadamente el 100%. El
comportamiento de los distintos aislados fue por lo tanto en lo que respecta a la
hidrofobicidad muy semejante, este dato en principio no seria sorprendente y estaria

dentro de lo que inicialmente cabria esperar.
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En los estudios de adherencia observamos que el comportamiento es muy
distinto, no existiendo una correlaciéon entre la hidrofobicidad y la capacidad de
adhesion. Aproximadamente el 70% de los aislados estudiados fueron poco o nada
adherente en nuestras condiciones de estudio en el laboratorio, y sin embargo
presentaron hidrofobicidades muy semejantes al resto. Los aislados con capacidad
adherente, WA y SA, fueron por lo tanto un numero muy inferior (el 30%), y aunque en
su mayoria presentaron hidrofobicidades préximas al 20% encontramos en estos dos

grupos una mayor dispersion que en el resto de aislados.

De los resultados obtenidos con respecto a las dos propiedades conjuntas no se
encontré una correlacién entre la hidrofobicidad de la superficie de las células
estudiadas y su capacidad adherente (formacién de biopeliculas). Estos resultados son
semejantes a los obtenidos por Muadcheingka y Tantivitayakul (2015) y Borghi et al.,
(2011). En el estudio de aislados de C. albicans y no albicans (NAC) procedentes de la
cavidad oral, y de candidiasis sistémicas, estos autores observaron que en el caso de C.
albicans no se podia establecer una correlacidén entre la hidrofobicidad y su capacidad
de formar biopeliculas. Hecho que si ocurria con especies NAC, estas especies (tales
como C. glabrata, tropicalis o parapsilosis entre otras), presentan un mayor grado de
hidrofobicidad. La hidrofobicidad media obtenida por estos autores, el caso de C.
albicans, fue semejante a la obtenida en el presente estudio, siendo aproximadamente
entre un 17 y un 20%. Para los aislados NAC estos autores encontraron una alta
hidrofobicidad (con valores de entre el 40% y el 50%) mostrando en estos casos una

correlacién positiva con la formacion de biopeliculas.

Los resultados obtenidos indicarian que, aunque la hidrofobicidad C. albicans es
relativamente baja con respecto a otras especias NAC, su capacidad de formar
biopeliculas fuertes podria explicarse por la gran variedad de adhesinas que presenta y
su capacidad de adaptacién a las distintas condiciones del ambiente en el que se
encuentra. La hidrofobicidad podria ser por lo tanto la responsable del inicio del proceso
de adhesidén, pero posteriormente pasaria a desempefiar un papel menor en la

formacién de las biopeliculas de este hongo.
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La gran mayoria de los aislados no formadores al igual que los poco formadores
presentan un rango de hidrofobicidades acotado en el intervalo de 0 a 20%, presentando
el maximo cercano al 10%. En el caso de medio y muy formadores (WA, SA) aunque los
maximos se encuentran de igual modo préximos al 10% observamos una mayor
dispersidon de los mismos. Inicialmente este dato puede ser llamativo porque cabria
esperar una mayor relaciéon entre la hidrofobicidad de la célula y su adhesion a
materiales abioticos. Pero realmente en lo que respecta a los experimentos “in vitro”,
posiblemente lo que ocurra sea que las proteinas de adhesion (Adhesinas, hidrofobinas,
etc.) sean moléculas cuya expresién aparezca en la pared en el momento del contacto
y sean las hidrofobinas las que le dan este caracter hidrofébico en el punto de anclaje
para el inicio de la adhesién. A partir de dicho punto existiria un aumento de las

moléculas responsables de la adhesion y del crecimiento de la biopelicula.

Los mecanismos utilizados por C. albicans para adherirse a las diversas
superficies bioldgicas o inertes, son multiples. Como conocemos la virulencia y la
adhesién varian en funcidon de numerosos factores como pueden ser la cepa estudiada,
las condiciones ambientales, la via de penetracién del hongo en el hospedador, el
estadio del proceso infeccioso, la naturaleza de la respuesta inmune por parte del
hospedador, etc., De ahi la complejidad de su estudio y la necesidad de profundizar en

dichos aspectos.

IV.2. Estudios de Protedmica

En las Ultimas décadas algunos autores han sugerido la posible relacién entre el
material que las células planténicas de C. albicans excretan al medio de cultivo y la
composicion polipeptidica de la ME de las biopeliculas (Thomas et al., 2006). Sorgo et
al., (2010) realizaron un estudio del “secretoma” de C. albicans en diferentes
condiciones de cultivo mediante cromatografia liquida en tandem y espectrometria de
masas. En dicho estudio encontraron un total de 79 especies proteicas diferentes y de
ellas 44 son proteinas de secrecidon y 28 proteinas de origen citosolico carentes de

péptido sefial. Parte de estas proteinas podrian alcanzar el espacio extracelular debido
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a lisis celular, pero este no seria el Unico modo por el que las proteinas podrian alcanzar
dicha ubicacién fuera de la membrana plasmatica, también podrian utilizar  vias
secretoras no candnicas o ser exportadas mediante exosomas (Chaffin, 2008; Gil-Bona
et al., 2015; Gdmez-Molero et al.,, 2016; Nimrichetcher et al., 2016; Nombela et al.,

2006; Vargas et al., 2015; Wolf y Casadevall, 2014).

En el andlisis protedmico de los extractos etandlicos de la ME de los 9 aislados
clinicos analizados en el presente trabajo (3 del grupo SA, 3 MA y 3 WA) asi como de la
cepa control SC5314, encontramos un total de 905 especies proteicas. La gran mayoria
de ellas se encontraron presentes solo en los aislados muy formadores y cepa control,
presentando una media entre todos ellos de 708 proteinas. En los otros asilados MA y
WA la cantidad de especies proteicas encontradas fue significativamente mas baja, una
media de 148 en las MA y de 143 en las WA. Esta notable diferencia en el nimero total
de especies proteicas en los extractos etandlicos de la ME de las biopeliculas,
posiblemente sea debido al hecho de que tanto los aislados clinicos muy formadores
como la cepa control forman biopeliculas muy fuertes y resistentes tras 24 h de cultivo.
Estas biopeliculas son muy maduras a las 48 horas pudiendo ocurrir por ello que las
condiciones en el interior de la misma sean complicadas para las células que la forman,
provocando una mayor muerte celular, asi como un comportamiento hacia una mayor
defensa de las células presentes en interior de la matriz. En el resto de aislados, aunque
el comportamiento en lo que respecta al crecimiento de las biopeliculas es
relativamente distinto inicialmente, a las 24 horas las medianamente formadoras inician
una biopelicula muy |abil y las poco formadoras presentan solo zonas de inicio de
adhesion. A las 48 h, tanto unas como otras recubren practicamente la superficie de las
botellas, pero se comportan como biopeliculas fragiles y con una gran tendencia a

separarse de la superficie

En el estudio del total de estas proteinas (http://www.candidagenome.org/)

observamos que se encuentran implicadas en un alto nimero de procesos celulares, en
nuestro estudio las encontramos en un total de 248, de ellos la gran mayoria estan
relacionados con la organizacion de organulos celulares, regulacion metabdlica, y
respuesta al estrés. En el andlisis de sus funciones las encontramos clasificadas en 63

categorias, presentando principalmente funciones metabdlicas como hidrolasa,
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oxidoreductasa y transferasa, presentando también interés la unién a proteinas y la

regulacion enzimatica.

En estudio de proteinas comunes para cada grupo de asilados por separado,
pudimos encontrar que los comportamientos obtenidos son de modo general muy
semejante en todos los casos, aunque podamos encontrar algunas matizaciones. En el
caso de las muy formadoras su comportamiento es muy parecido a las proteinas totales,
lo cual cabria esperar dado que el 84% de las proteinas encontradas en el analisis

protedmico se encuentran presentes en este grupo de aislados.

En el estudio de localizacién, funcién y proceso de proteinas comunes en los
aislados MA y WA, se observé que el comportamiento entre estos dos grupos es muy
semejante, y se mantienen prdacticamente los datos generales. Las actividades oxido
reductasa, hidrolasa y de trasporte, asi como de defensa a estrés, aparecen de modo

constante en todos los casos.

Esta semejanza que encontramos en todos los aislados es, de modo general, la
encontrada por diversos autores (Sorgo et al., 2010, 2013; Martinez et al., 2016;

Martinez-Gomariz et al., 2009). Datos que comentaremos mas adelante.

El hecho de encontrar un gran nimero de especies proteicas distintas pero
pertenecientes a familias con funcién semejante hizo pensar que el estudio de las
proteinas comunes en todos los asilados junto con la cepa control, podria aportar mayor
informacidén sobre las proteinas y la ME. En este caso se observd un niumero reducido
de especies proteicas, fueron 57. En el analisis detallado de estas proteinas, observamos
que las funciones se mantienen de un modo claro, siendo sumamente importante la
funcién oxidoreductasa, junto a la adhesion, asi mismo encontramos proteinas con
actividades hidrolasa, transferasa e isomerasa. Estos datos son importantes
considerando la proteccion y defensa que el entorno de la ME proporciona a las células
qgue forman la biopelicula con respecto a los agentes antifungicos y al estrés, asi como a

la unidén a proteinas y a la obtencién de metabolitos.

Podemos observar dentro de las 57 proteinas, que gran parte de ellas no solo se

encuentran de modo ubicuo en distintos compartimentos celulares, sino que ademas se
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encuentran implicadas en distintos procesos, serian pues proteinas “multifunciéon” que
actuarian dependiendo de su localizacion en la célula. Nombela et al., en 2006 ya
describieron que enzimas glicoliticas presentes en la pared de C. albicans podian
también actuar como adhesinas. Como ejemplo de estas proteinas multifuncién entre
los 57 comunes podemos destacar entre otras Sodl (superdxido dismutasa), Enol
(enolasa) proteinas de Shock térmico como Hps21 y Hps70, Aco 1 (aconitasa), Tdh3
(triosa fosfato deshidrogenasa), Adhl (alcohol deshidrogenasa), Ywp1 (Pared celular),

GIx3 (Glioxalasa).

En un estudio anterior realizado por nuestro grupo ( Martinez et al., 2016), se
encontraron un total de 71 polipéptidos en los extractos etandlicos de la ME dé C.
albicans CA14-URA3 , de ellos 19 ( Acol, gIx3, enol, adh1, pgkl, tall, Pmul, Cpr3, Rbpl,
Pst3, Cyp1l, Trx1, Hsp70, Hbr2, Yptl, Tdh3, Gpm1, C2_07630, Orfl) se encuentran entre
las 57 comunes en nuestro estudio, el resto de especies aunque no se encontraron entre
estas si que las encontramos en el estudio de protedmica total, principalmente entre las
muy formadoras. De estas 71, Guk 1, Ade 8, Mms2, Uga 1, Nit 3, fueron las Unicas
proteinas que no encontramos en nuestro estudio, nimero muy bajo y explicable tanto
por la cepa utilizada como por las condiciones del analisis. El nimero de especies
proteicas tan elevado encontrado en el presente trabajo tendria su explicaciéon en el
hecho de que, aunque las condiciones de obtencion de las biopeliculas y de los extractos
fue idéntico al de Martinez et al., (2016), la técnica utilizada para el andlisis protedmico
es muy sensible, lo que explicaria este mayor nimero de proteinas encontradas. Asi
mismo la cepa control utilizada fue distinta y como observamos en todos los estudios

realizados existen variaciones dependiendo de las cepas en estudio.

Comparando las especies proteicas encontradas en el presente trabajo con otros
analisis protedmicos de C. albicans, como en el caso de Sorgo et al., (2010), en donde
estos autores analizaron sobrenadantes de medio de cultivo en diferentes condiciones,
encontrando proteinas con funciones principalmente hidroliticas y de remodelacion de
la pared celular. En el estudio protedmico de sobrenadantes de medio de cultivo del
hongo (secretoma) analizaron de un modo detallado 51 proteinas, la gran mayoria de
ellas se encuentran presentes en el total de proteinas de nuestro estudio, y claramente
en los aislados muy formadores. En el secretoma de hifas encontraron principalmente
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Als3, Csa2, Coil, Rbt4, Ubi3 encontradas en nuestro estudio y Sap4 y Sap 6 que no se
encuentran en nuestro estudio. La Unica especia Sap encontrada en los extractos de las
muy formadoras y control fue Sap5, proteasa descrita en la formacidn de biopeliculas
(Winter, et al. 2016.) En el secretoma de levadura estos autores encontraron
principalmente Bgl2, Cht3, Engl, Rbell, Sim1, y Xogl, Ywp1l encontradas en nuestro
estudio principalmente en las muy formadoras, y proteinas como Dag7 (proteina de
secrecion que se activa en la formacion de clamidosporas) y Pir 1 (reprimida en la

formacién de biopeliculas) que no se encuentran en nuestro estudio.

Dentro de las proteinas comentadas, Ywp1, Coil y Ubi3 las encontramos entre
las 57 proteinas comunes en todos los aislados de nuestro estudio, son proteinas de
secrecion presentando péptido sefial. Ywplp Juega un papel importante en la
diseminacidn de las células por el torrente sanguineo, los mutantes de esta proteina
presentan una mayor adhesion de las biopeliculas (Granjer et al., 2005). Coilp es una
proteina (ciclopirox olamine induced) que se encuentra conservada solo en C. albicans,
C. dublinensis, C. tropicalis, y Lodderomyces elongisporus y en todos los casos se

considera implicada en infecciones sanguineas en humanos (Sorgo et al., 2010, 2013).

C. albicans necesita sobrevivir en condiciones muy diversas, lo que le hace
desarrollar diferentes capacidades de virulencia que rapidamente se adaptan a las
condiciones locales de crecimiento y a los mecanismos de defensa del hospedador
(Sorgo et al., 2013). Esto hecho conlleva la secrecidon de un importante numero de
proteinas que se encuentran involucradas en la formacién de biopeliculas, adhesién,
invasion de tejidos, evasidn del sistema inmune, mantenimiento de la pared celular y
adquisicion de nutrientes. Todo ello explicaria las diferencias encontradas dependiendo

de las condiciones de estudio.

Martinez-Gomariz et al., (2009), identificaron 36 polipéptidos en el subproteoma
de proteinas unidas a la superficie de células sésiles, en el estudio anterior de nuestro
grupo (Martinez et al., 2016) de estas encontramos 16, en el estudio actual todas ellas
se encuentran presentes en los extractos de las muy formadores y de modo comun en
todos los aislados analizados encontramos Eno 1, Pgkl, Adh1, Tal 1, tfs1, Tpm2, Cpr3,

Sod1, Rbpl, GIx3. Este dato de cerca del 18% de proteinas comunes, es interesante,
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debido que a pesar de la gran variedad de proteinas encontradas estas se mantienen.
Estas proteinas podrian presentar un papel esencial en la biologia de las biopeliculas.
Teniendo presente que no solo las condiciones de cultivo y las cepas estudiadas son
distintas, sino que ademas el modo de extraccién es diferente. En el caso de Martinez

Gomdriz et al., (2009), utilizaron B-mercaptoetanol.

Zanowski et al., (2014) encontraron mediante técnicas de protedmica un total de
565 proteinas diferentes en la ME de las biopeliculas de C. albicans. De todas ellas 458
proteinas, implicadas en procesos metabdlicos son coincidentes con lo encontrado en
nuestro trabajo. En el estudio que estos mismos autores realizaron “in vivo”,
encontraron 16 proteinas Tdh3, Eno1, Atp2, Pgkl, Hsp70, Citl, Ald5, Mdh1, Tall, Atp1,
Ssbl, Pmal, Hxk2 Acsl, Mshl, Gpm1. Todas ellas fueron encontradas en el total de

nuestro estudio, aunque no en todos los asilados.

Entre los distintos trabajos observamos diferencias en cuanto al nimero total de
proteinas encontradas en la ME. Este hecho es debido a que tanto el secretoma de
Candida, como las biopeliculas presentan un comportamiento dinamico y va a depender
tanto de las condiciones de cultivo como de la situacion de estrés a las que estén
sometidas las células, asi como de la cepa utilizada. De igual modo los métodos de
extraccion y la metodologia de andlisis hacen patente la diferencia en la obtencién de
material. Las biopeliculas son un hidrogel por lo que las proteinas presentes en las
mismas estan en un ambiente altamente hidrofilico, la utilizacion por lo tanto de
distintos métodos de extraccidon de las mismas influird de un modo claro en la cantidad
y tipo de material proteico que encontremos. De igual modo los métodos de analisis
empleados en los distintos estudios son distintos y en nuestro caso presenta un alto

grado de sensibilidad.

IV.3. Estudios del gen GLX3

En estudios previos realizados por nuestro grupo, asi como por otros grupos de
investigacion, en los perfiles proteémicos obtenidos tanto de los extractos de la Matriz
Extracelular de las biopeliculas (Martinez et al., 2016) como de paredes celulares

aisladas (Castillo et al., 2008, Gil-Bona et al., 2015), se observé que una de las proteinas
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presentes de modo abundante y comun en todos los casos fue GIx3. Esta proteina es
una proteina “pluriempleo” con actividad glicosilasa glutation independiente (Hasim et
al., 2014), capaz de unirse a IgE humana, que podria estar relacionada con afecciones
de tipo alérgico en humanos, tales como asma bronquial, rinitis alérgica o dermatitis
atépica (Savolainen et al., 1993, Akiyama et al., 1994). Ortologos de GIx3 han sido
identificados en otras especies del genero Candida como C. dubliniensis, C. parapsilosis

y C. glabrata.

En un estudio anterior realizado por nuestro grupo (Blanes, 2012), se obtuvo un
mutante homocigético y otro heterocigdtico para el gen GLX3, observando en los
estudios fenotipicos realizados que la deleccién de dicho gen afectaba a la integridad de
la pared celular, asi como a la patogenicidad de C. albicans. En el estudio indicado los
analisis fenotipicos se realizaron con ambos mutantes, homocigoético y heterocigético,
no habiéndose obtenido el reintegrante para el gen GLX3. La obtencién del mismo y su
estudio fenotipico comparativo es de sumo interés a fin de poder confirmar si los efectos
fenotipicos encontrados eran debidos a la falta de proteina GIx3 o producidos por
alteraciones provocadas en la obtencion de los mutantes. Dicho reintegrante ha sido
obtenido en el presente trabajo, sometiendo al mismo (g/x3A /gix34, GLX3), a los
mutante homocigodtico (g/x34 / glx3A) y heterocigdtico (GLX3/glx3A), asi como a la cepa
control SC5314 (GLX3/GLX3) a distintos estudios fenotipicos comparativos.

En lo que respecta a la cinética de crecimiento tanto el mutante heterocigotico
como el reintegrante presentaron un comportamiento muy semejante entre ellos y con
respecto a la cepa control SC5314, tanto a 28°C como a 37°C. El mutante nulo g/x34 /
gix34, si presento afectacion, a 28°C la diferencia es poco marcada, pero si en su cinética
de crecimiento a 37°C, a dicha temperatura a partir de las 5 horas de cultivo ya se
observaron diferencias notables y a las 24 horas se obtuvo una disminucién de
crecimiento del 75%. Dada la termosensibilidad del mutante homocigdtico gran parte

de los experimentos se realizaron a 28°C.
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En el estudio de la formacidn de biopeliculas, el mutante nulo fue el que presento
una menor capacidad de formacion, practicamente un 60 % menos que la cepa control
en lo que se refiere a la cantidad de biomasa de biopelicula formada (medida por el
método del cristal violeta). El comportamiento fue semejante cuando se procedi6 a la
medida de la actividad metabdlica en la biopelicula (determinada por el método XTT).
En el mutante heterocigético la disminucién fue poco marcada, una uUnica copia del gen
hace que se mantenga de modo importante la capacidad de formacién de biopeliculas.
En lo que respecta al reintegrante, la capacidad de formacion de biopeliculas se
recuperd solo en parte. Estos resultados indican por tanto que la afectacién que
presenta el mutante nulo en la formacidn de biopeliculas es claramente debido a la falta

del gen GLX3.

La capacidad de filamentacién por un inductor, como es la presencia de suero
humano al medio de cultivo y la temperatura a 37°C, solo la presento la cepa control, ni
los mutantes, ni el reintegrante presentaron dicha capacidad en las condiciones

estudiadas.

En el presente estudio hemos demostrado que la falta de la proteina GIx3 causa
fenotipos que sugieren que dicha proteina se encuentra involucrada en la arquitectura
de la pared celular. La sensibilidad a Calcofluor White (CW) y al Rojo Congo (RC)
mostrada por el mutante nulo g/x34 / gIx3A indica que dicha estructura se encuentra
afectada; CW y RC son compuestos que interfieren en el ensamblaje correcto de quitina
y 1,3-B-glucano respectivamente (Cabib y Bowers, 1971; Kopecka y Gabriel, 1992). El
efecto a 28°C, se observd muy marcado en el mutante homocigdtico, en el andlisis a
37°C el efecto fue todavia mayor en dicho mutante, pero aqui hay que tener presente la
suma del efecto de los agentes estudiados y la termosensibilidad del mismo. El
reintegrante recupera el fenotipo inicial de la cepa control comportamiento también
muy semejante en el mutante heterocigético, indicando por lo tanto que los efectos

observados son debidos a la pérdida del gen GLX3.

En lo que respecta al efecto del detergente SDS (compuesto que afecta a la
estabilidad de la membrana plasmatica y de modo indirecto a la construccion de la pared

celular) y al estrés oxidativo. El efecto se encuentra en sintonia al encontrado en los
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casos anteriores, a mayor concentracion del agente estudiado mayor efecto,

observandose la recuperacidn de fenotipo por parte del reintegrante.

En el estudio de la sensibilidad a la Zimoliasa ( complejo enzimatico que contiene
actividad B-1,3-glucanasa) el mutante homocigoto presenta una mayor sensibilidad a
dicho agente, el reintegrante presento un comportamiento muy semejante al control,
aunque no recupero totalmente el fenotipo. Este comportamiento indico una clara
alteracion en la pared celular ante la falta del gen GLX3 en lo que respecta bien a la
formacién del $-1,3-glucano de la misma, que lo haria mas sensible a la Zimoliasa o bien

que dicho glucano se encuentre mas accesible y sea por tanto mas facil su degradacion.

En los estudios de sensibilidad a antifungicos es interesante destacar que el
fluconazol que afecta ala membrana plasmatica y la caspofungina que afecta a la sintesis
de B 1-3 glucano, el mutante homocigético es menos sensible que la cepa control, hecho
posiblemente debido a la alteracion que presentaria la pared celular y que posiblemente
como ocurre en otros mutante de pared, también se encuentre afectada la biosintesis e
integridad de la membrana plasmatica. Con respecto a la Anfotericina B sin embargo el
mutante heterocigdtico presenta una sensibilidad muy alta y sin embargo el mutante
heterocigotico y el reintegrante presentan una menor afectacidén en su crecimiento. En

ambos la presencia de GIx3 mantendria en mayor grado la integridad de la pared celular.

En los estudios de virulencia, los resultados obtenidos demostraron que el gen
GLX3 juega importante un papel en la virulencia de C. albicans. El mutante nulo g/x3A /
g/x3A no afecto a la supervivencia en un modelo en ratén de candidiasis diseminada,
mientras que el mutante heterocigdtico, aunque disminuida con respecto a la parental
si que presento afectacidn. El reintegrante es mds virulento, pero no recupero la

virulencia de la cepa control.

La correcta formacién de la pared celular, la transicién morfoldgica junto con la
capacidad de formacién de biopeliculas, son importantes factores de virulencia. Como
hemos demostrado la proteina GIx3 presenta un importante papel en la integridad de la
pared celular, asi como en la formacidn de las biopeliculas. En el mutante nulo estas

propiedades y la integridad de la pared se encuentran muy afectadas, siendo
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posiblemente muy sensible a las defensas del hospedador. En el caso del mutante
heterocigético en el que solo tendriamos una copia del gen GLX3 y en el caso del
reintegrante, encontramos una reduccién de la virulencia con respecto a la cepa control,
estos datos podrian deberse a la disminucién en su capacidad de formacion de
biopeliculas y no presentar capacidad de miceliacién. Observando estos efectos podria
proponerse en estudios posteriores el uso del mutante nulo g/x34 / gIx3A como una

posible herramienta inmunoldgica.
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1.- La hidrofobicidad es una propiedad altamente conservada, presentando el 88% de

los aislados una hidrofobicidad semejante a la cepa control.

2.- Entre la hidrofobicidad y la capacidad de formacién de biopeliculas no existe

correlacion.

3.- El andlisis protedmico de la matriz extracelular de las biopeliculas demostré la
existencia de un alto nimero de proteinas totales, 905. La gran mayoria se encuentran
presentes en los aislados muy formadores. En los poco y medianamente formadores
encontramos solo un 17 % del total. Indicando que el nimero de proteinas
encontradas esta relacionado con la consistencia de la biopelicula y con el

envejecimiento de la misma.

4.- El estudio funcional del total de proteinas analizadas reveld principalmente
funciones metabdlicas, unidén a proteinas y de defensa. Las diferencias encontradas
en los distintos grupos de aislados fueron de tipo cuantitativo, indicando la importancia

gue presenta la ME como barrera protectora.

5.- El nimero de proteinas comunes a todos los aislados es de 57, sugiriendo la
importancia de las mismas en la biologia de la biopelicula. EI 93 % de ellas presentan
indices de hidropatia negativos siendo concomitantes con el hecho de que las

biopeliculas se consideran hidrogeles.

6.- De las 57 proteinas comunes solo 10 presentan péptido seiial, indicando que la
mayoria no llegan a la ME por vias de secrecidn clasicas. Son proteinas multifuncion,
pudiéndose encontrar en distintas ubicaciones celulares y asi mismo actuando en
distintos procesos, corroborando que las funciones de defensa, reconocimiento y

metabdlicas son cruciales en el entorno de la biopelicula.

143



CONCLUSIONES

7.- Una de las proteinas mayoritarias encontradas en el presente estudio es la GIx3. La
ausencia del gen GLX3 demostrd una serie de efectos sobre la integridad de la pared
celular produciendo una alta sensibilidad a agentes que alteran el ensamblaje de los
componentes de la misma, asi como a la accion de la Zimoliasa y al estrés oxidativo.
Con la reintegracion del gen estos efectos se recuperan parcialmente. Indicando por

tanto la importancia de esta proteina en la integridad de dicha estructura.

8.- La falta del gen GLX3 modifica la sensibilidad a antifungicos siendo el mutante

nulo menos sensible a fluconazol y caspofungina y muy sensible a anfotericina B.

9.- Los estudios fenotipicos realizados con la disrupcién y reintegracion del gen GLX3
han demostrado la importancia del mismo en la correcta formacion de la pared celular

y en su virulencia en modelos murinos.
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VII. ANEXOS






ANEXO |






N° de media R= Abs
aislado de — muestra/ Abs  ngorencia  Abs To Abs Tz Hidrofilidad  Hidrofo-
abso_rb control bicidad
ancia

cos, | 0,648 1,000 SA 1,000 0,800 80,00 20,00
2 | 0,486 0,75 SA 0,968 0,770 79,55 20,45
3| 0,596 0,92 SA 0,920 0,676 73,48 26,52
4 | 0,460 0,71 SA 0,876 0,746 85,16 14,84
5| 0,479 0,74 SA 0,800 0,550 68,75 31,25
6| 0,152 0,23 0,812 0,788 97,04 2,96
7| 0,145 0,22 0,926 0,952 100,00 0,00
8 | 0,643 0,99 SA 0,970 0,710 73,20 26,80
9 | 0,541 0,83 SA 0,964 0,964 100,00 0,00
10 | 0,257 0,40 1,006 1,004 99,80 0,20
11 | 0,182 0,28 0,902 0,920 100,00 0,00
12 | 0,296 0,46 0,954 0,900 94,34 5,66
13 | 0,308 0,47 0,884 0,852 96,38 3,62
14 | 0,234 0,36 1,012 0,966 95,45 4,55
15 | 0,436 0,67 0,828 0,716 86,47 13,53
16 | 0,000 0,00 0,012 0,860 94,30 5,70
17 | 0,200 0,31 1,018 0,914 89,78 10,22
18 | 0,000 0,00 0,940 0,922 98,09 1,01
19 | 0,382 0,59 0,846 0,738 87,23 12,77
20 | 0,045 0,07 0,904 0,856 94,69 5,31
21 | 0,012 0,02 0,920 0,894 97,17 2,83
22 | 0,354 0,55 1,114 1,066 95,69 4,31
23 | 0,378 0,58 1,134 1,050 92,59 7,41
24 | 0,501 0,77 SA 0,898 0,852 94,88 5,12
25 | 0,561 0,87 SA 1,006 0,812 80,72 19,28
26 | 0,553 0,85 SA 0,920 0,812 88,26 11,74
28 | 0,222 0,34 1,046 1,014 96,94 3,06
29 | 0,260 0,40 0,832 0,772 92,79 7,21
30 | 0,695 1,07 SA 1,066 0,884 82,93 17,07
32| 0,129 0,20 0,906 0,836 92,27 7,73
33| 0,315 0,49 0,850 0,780 91,76 8,24
34 | 0,282 0,43 1,026 0,858 83,63 16,37
35 | 0,383 0,59 1,010 1,000 99,01 0,99
36 | 0,115 0,18 0,016 0,866 94,54 5,46
37| 0,335 0,52 0,972 0,864 88,89 11,11
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38 | 0,468 0,72 SA 1,052 0,776 73,76 26,24
39 | 0,420 0,65 1,118 1,054 94,28 5,72
40 | 0,342 0,53 0,934 0,880 94,22 5,78
41 | 0,417 0,64 1,092 1,036 94,87 5,13
43 | 0,326 0,50 0,964 0,556 57,68 42,32
44 | 0,462 0,71 SA 1,112 0,950 85,43 14,57
45 | 0,159 0,25 0,982 0,920 93,69 6,31
46 | 0,605 0,93 SA 0,976 0,852 87,30 12,70
47 | 0,137 0,21 0,964 0,932 96,68 3,32
48 | 0,338 0,52 0,912 0,846 92,76 7,24
49 | 0,533 0,82 SA 0,908 0,688 75,77 24,23
50 | 0,000 0,00 0,944 0,952 100,00 0,00
51 | 0,000 0,00 1,088 1,010 92,83 7,17
52 | 0,024 0,04 0,970 0,942 97,11 2,89
53 | 0,037 0,06 0,972 0,916 94,24 5,76
54 | 0,268 0,41 0,982 0,856 87,17 12,83
55| 0,338 0,52 0,932 0,926 99,36 0,64
56 | 0,562 0,87 SA 0,968 0,910 94,01 5,99
57 | 0,492 0,76 SA 0,940 0,860 91,49 8,51
58 | 0,408 0,63 1,060 0,704 66,42 33,58
59| 0,104 0,16 1,012 0,900 88,93 11,07
60 | 0,406 0,63 1,006 0,938 93,24 6,76
61| 0,188 0,29 0,952 0,868 91,18 8,82
62 | 0,073 0,11 0,860 0,856 99,53 0,47
63 | 0,000 0,00 0,984 0,852 86,59 13,41
64 | 0,000 0,00 0,948 0,912 96,20 3,80
65 | 0,042 0,06 1,066 1,066 100,00 0,00
66 | 0,029 0,04 1,132 1,140 100,00 0,00
67 | 0,299 0,46 0,918 0,960 100,00 0,00
68 | 0,000 0,00 0,894 0,948 100,00 0,00
69 | 0,027 0,04 0,940 0,926 98,51 1,49
70| 0,121 0,19 0,888 0,818 92,12 7,88
71| 0,147 0,23 0,952 0,890 93,49 6,51
72 | 0,392 0,60 0,964 0,916 95,02 4,98
73| 0,112 0,17 0,860 0,800 93,02 6,98
74 | 0,102 0,16 1,028 0,956 93,00 7,00
75 | 0,000 0,00 0,804 0,840 100,00 0,00
76 | 0,129 0,20 0,878 0,840 95,67 4,33
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77 | 0,001 0,00 0,882 0,850 96,37 3,63
78 | 0,000 0,00 0,896 0,872 97,32 2,68
79| 0,127 0,20 0,956 0,666 69,67 30,33
80 | 0,049 0,08 0,900 0,770 85,56 14,44
81 | 0,029 0,05 1,074 1,074 100,00 0,00
82 | 0,000 0,00 1,018 1,010 99,21 0,79
83 | 0,466 0,72 SA 1,060 1,012 95,47 4,53
84 | 0,000 0,00 1,038 0,990 95,38 4,62
85 | 0,384 0,59 0,876 0,744 84,93 15,07
86 | 0,433 0,67 1,334 1,298 97,30 2,70
88 | 0,409 0,63 1,168 0,766 65,58 34,42
89 | 0,107 0,17 1,048 1,040 99,24 0,76
90 | 0,394 0,61 0,840 0,526 62,62 37,38
91 | 0,144 0,22 1,150 1,054 91,65 8,35
92 | 0,448 0,69 1,034 0,866 83,75 16,25
93 | 0,537 0,83 SA 1,000 0,612 61,20 38,80
94 | 0,375 0,58 1,034 0,724 70,02 29,98
95 | 0,097 0,15 0,986 0,998 100,00 0,00
96 | 0,494 0,76 SA 0,866 0,768 88,68 11,32
97 | 0,064 0,10 1,036 0,908 87,64 12,36
98 | 0,249 0,38 0,960 0,838 87,29 12,71
99 | 0,252 0,39 1,068 0,992 92,88 7,12
100 | 0,298 0,46 0,978 0,724 74,03 25,97
101 | 0,361 0,56 0,932 0,838 89,91 10,09
102 | 0,127 0,20 0,942 0,862 91,51 8,49
103 | 0,063 0,10 1,020 1,016 99,61 0,39
104 | 0,509 0,79 SA 0,984 0,728 73,98 26,02
105 | 0,028 0,04 1,028 0,946 92,02 7,98
106 | 0,240 0,37 0,956 0,940 98,33 1,67
107 | 0,000 0,00 0,956 0,912 95,40 4,60
108 | 0,051 0,08 0,964 0,918 95,23 4,77
109 | 0,192 0,30 0,942 0,822 87,26 12,74
110 | 0,002 0,00 0,864 0,844 97,69 2,31
111 | 0,203 0,31 1,056 1,010 95,64 4,36
112 | 0,413 0,64 0,914 0,880 96,28 3,72
113 | 0,252 0,39 0,910 0,958 100,00 0,00
114 | 0,135 0,21 0,974 0,972 99,79 0,21
115 | 0,277 0,43 1,078 0,982 91,09 8,91
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116 | 0,027 0,04 0,984 0,984 100,00 0,00
117 | 0,370 0,57 0,894 0,924 100,00 0,00
119 | 0,000 0,00 0,950 0,908 95,58 4,42
120 | 0,000 0,00 0,932 0,920 98,71 1,29
121 | 0,152 0,23 1,000 0,950 95,00 5,00
122 | 0,052 0,08 0,968 0,874 90,29 9,71
124 | 0,403 0,62 0,876 0,876 100,00 0,00
125 | 0,273 0,42 0,918 0,846 92,16 7,84
126 | 0,241 0,37 0,870 0,600 68,97 31,03
127 | 0,636 0,98 SA 0,978 0,890 91,00 9,00
128 | 0,296 0,46 0,948 0,890 93,88 6,12
129 | 0,000 0,00 0,938 0,938 100,00 0,00
130 | 0,301 0,46 0,964 0,914 94,81 5,19
131 | 0,576 0,89 SA 0,888 0,728 81,98 18,02
132 | 0,000 0,00 1,080 1,026 95,00 5,00
133 | 0,000 0,00 0,948 1,000 100,00 0,00
134 | 0,000 0,00 0,884 0,920 100,00 0,00
135 | 0,058 0,09 1,052 1,048 99,62 0,38
136 | 0,000 0,00 1,008 0,970 96,23 3,77
137 | 0,034 0,05 1,078 0,956 88,68 11,32
138 | 0,067 0,10 0,824 0,782 94,90 5,10
139 | 0,004 0,01 0,952 0,958 100,00 0,00
140 | 0,000 0,00 0,914 0,910 99,56 0,44
141 | 0,000 0,00 1,030 0,978 94,95 5,05
142 | 0,420 0,65 0,978 0,980 100,00 0,00
143 | 0,000 0,00 1,000 0,888 88,80 11,20
144 | 0,240 0,37 0,978 0,926 94,68 5,32
145 | 0,074 0,11 0,956 0,920 96,23 3,77
146 | 0,607 0,94 SA 0,960 0,840 87,50 12,50
147 | 0,609 0,94 SA 1,094 1,116 100,00 0,00
148 | 0,021 0,03 0,992 0,866 87,30 12,70
149 | 0,317 0,49 0,966 0,988 100,00 0,00
150 | 0,353 0,54 1,012 0,932 92,09 7,91
151 | 0,302 0,47 1,042 1,006 96,55 3,45
152 | 0,000 0,00 1,056 1,024 96,97 3,03
154 | 0,082 0,13 1,008 0,876 86,90 13,10
155 | 0,000 0,00 1,024 0,846 82,62 17,38
156 | 0,131 0,20 0,970 0,920 94,85 5,15
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157 | 0,026 0,04 1,048 0,890 84,92 15,08
158 | 0,036 0,06 1,000 0,906 90,60 9,40
158B | 0,091 0,14 0,996 0,912 91,57 8,43
159 | 0,011 0,02 0,970 0,864 89,07 10,93
160 | 0,002 0,00 0,960 0,858 89,38 10,63
162 | 0,000 0,00 1,060 0,920 86,79 13,21
163 | 0,000 0,00 1,040 0,914 87,88 12,12
164 | 0,000 0,00 1,040 0,864 83,08 16,92
165 | 0,000 0,00 1,060 0,982 92,64 7,36
166 | 0,000 0,00 1,000 0,890 89,00 11,00
167 | 0,483 0,74 SA 0,912 0,812 89,04 10,96
168 | 0,000 0,00 1,048 0,860 82,06 17,94
169 | 0,000 0,00 1,200 1,072 89,33 10,67
170 | 0,339 0,52 1,024 0,868 84,77 15,23
171 | 0,000 0,00 1,158 1,106 95,51 4,49
172 | 0,000 0,00 1,030 0,940 91,26 8,74
173 | 0,015 0,02 1,036 0,894 86,29 13,71
174 | 0,000 0,00 1,032 0,968 93,80 6,20
175 | 0,487 0,75 SA 1,040 0,880 84,62 15,38
176 | 0,105 0,16 1,040 0,874 84,04 15,96
177 ] 0,013 0,02 1,024 1,024 100,00 0,00
178 | 0,000 0,00 1,046 0,956 91,40 8,60
179 | 0,033 0,05 1,044 0,990 94,83 5,17
180 | 0,599 0,92 SA 1,000 0,886 88,60 11,40
181 | 0,008 0,01 1,006 0,934 92,84 7,16
182 | 0,000 0,00 0,994 0,884 88,93 11,07
183 | 0,062 0,10 0,976 0,896 91,80 8,20
184 | 0,133 0,21 0,980 0,824 84,08 15,92
185 | 0,000 0,00 1,038 0,988 95,18 4,82
186 | 0,002 0,00 1,080 0,900 83,33 16,67
187 | 0,271 0,42 0,940 0,836 88,94 11,06
188 | 0,309 0,48 0,958 0,956 99,79 0,21
189 | 0,000 0,00 0,922 0,900 97,61 2,39
190 | 0,046 0,07 0,990 0,912 92,12 7,88
191 | 0,000 0,00 1,056 1,042 98,67 1,33
192 | 0,086 0,13 1,140 1,048 91,93 8,07
193 | 0,004 0,01 1,022 0,968 94,72 5,28
194 | 0,504 0,78 SA 1,034 1,054 100,00 0,00
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195 | 0,314 0,49 0,900 0,892 99,11 0,89
196 | 0,210 0,32 0,946 0,852 90,06 9,94
197 | 0,261 0,40 1,004 0,900 89,64 10,36
198 | 0,295 0,46 0,902 0,394 43,68 56,32
199 | 0,181 0,28 0,896 0,408 45,54 54,46
200 | 0,028 0,04 0,938 0,858 91,47 8,53
201 | 0,341 0,53 0,930 0,878 94,41 5,59
202 | 0,207 0,32 0,896 0,866 96,65 3,35
203 | 0,305 0,47 0,920 0,780 84,78 15,22
204 | 0,315 0,49 0,908 0,898 98,90 1,10
205 | 0,693 1,07 SA 0,872 0,534 61,24 38,76
206 | 0,174 0,27 0,960 0,856 89,17 10,83
207 | 0,465 0,72 SA 0,956 0,712 74,48 25,52
208 | 0,286 0,44 1,032 0,866 83,91 16,09
209 | 0,453 0,70 SA 0,872 0,652 74,77 25,23
210 | 0,000 0,00 0,960 0,854 88,96 11,04
211 | 0,000 0,00 0,936 0,830 88,68 11,32
212 | 0,185 0,29 0,910 0,778 85,49 14,51
213 | 0,561 0,87 SA 0,960 0,826 86,04 13,96
214 | 0,181 0,28 1,000 0,932 93,20 6,80
215 | 0,174 0,27 0,978 0,914 93,46 6,54
216 | 0,538 0,83 SA 0,956 0,946 98,95 1,05
217 | 0,144 0,22 0,996 0,928 93,17 6,83
218 | 0,306 0,47 1,088 0,980 90,07 9,93
219 | 0,221 0,34 1,096 1,020 93,07 6,93
220 | 0,484 0,75 SA 1,042 0,978 93,86 6,14
221 | 0,278 0,43 0,946 0,810 85,62 14,38
222 | 0,287 0,44 1,006 0,894 88,87 11,13
223 | 0,674 1,04 SA 1,012 0,740 73,12 26,88
224 | 0,394 0,61 0,936 0,800 85,47 14,53
225 | 0,354 0,55 1,010 0,956 94,65 5,35
226 | 0,144 0,22 0,926 0,660 71,27 28,73
227 | 0,637 0,98 SA 0,864 0,612 70,83 29,17
228 | 0,587 0,91 SA 0,984 0,934 94,92 5,08
229 | 0,147 0,23 0,784 0,784 100,00 0,00
230 | 0,239 0,37 0,960 0,872 90,83 9,17
231 | 0,046 0,07 0,962 0,858 89,19 10,81
232 | 0,520 0,80 SA 0,870 0,620 71,26 28,74
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233 | 0,133 0,20 0,950 0,896 94,32 5,68
234 | 0,301 0,46 0,850 0,768 90,35 9,65
235 | 0,154 0,24 0,972 0,864 88,89 11,11
236 | 0,164 0,25 0,916 0,746 81,44 18,56
237 | 0,060 0,09 0,992 0,890 89,72 10,28
238 | 0,284 0,44 0,908 0,910 100,00 0,00
239 | 0,000 0,00 0,990 0,822 83,03 16,97
240 | 0,313 0,48 0,920 0,878 95,43 4,57
241 | 0,592 0,91 SA 0,884 0,750 84,84 15,16
242 | 0,000 0,00 0,920 0,532 57,83 42,17
243 | 0,091 0,14 1,016 0,966 95,08 4,92
244 | 0,187 0,29 0,890 0,804 90,34 9,66
245 | 0,431 0,67 0,918 0,916 99,78 0,22
246 | 0,409 0,63 0,834 0,704 84,41 15,59
247 | 0,173 0,27 0,888 0,734 82,66 17,34
248 | 0,537 0,83 SA 0,874 0,880 100,00 0,00
249 | 0,304 0,47 1,000 0,900 90,00 10,00
249B | 0,000 0,00 0,970 0,780 80,41 19,59
250 | 0,435 0,67 1,022 0,870 85,13 14,87
251 | 0,011 0,02 0,894 0,810 90,60 9,40
254 | 0,140 0,22 0,966 0,906 93,79 6,21
255 | 0,170 0,26 0,946 0,870 91,97 8,03
256 | 0,257 0,40 0,910 0,920 100,00 0,00
257 | 0,000 0,00 0,920 0,812 88,26 11,74
258 | 0,373 0,58 0,928 0,800 86,21 13,79
259 | 0,000 0,00 0,960 0,934 97,29 2,71
260 | 0,323 0,50 0,463 0,446 96,33 3,67
261 | 0,495 0,76 SA 0,426 0,388 91,08 8,92
262 | 0,284 0,44 0,550 0,513 93,27 6,73
263 | 0,441 0,68 0,438 0,400 91,32 8,68
264 | 0,596 0,92 SA 0,403 0,386 95,78 4,22
265 | 0,167 0,26 0,462 0,426 92,21 7,79
266 | 0,588 0,91 SA 0,491 0,468 95,32 4,68
267 | 0,505 0,78 SA 0,428 0,453 100,00 0,00
268 | 0,055 0,08 0,493 0,490 99,39 0,61
269 | 0,209 0,32 0,443 0,448 100,00 0,00
270 | 0,650 1,00 SA 0,481 0,418 86,90 13,10
271 | 0,293 0,45 0,449 0,168 37,42 62,58
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272 | 0,000 0,00 0,469 0,469 100,00 0,00
273 | 0,000 0,00 0,465 0,455 97,85 2,15
274 | 0,031 0,05 0,425 0,466 100,00 0,00
275 | 0,644 0,99 SA 0,494 0,459 92,91 7,09
276 | 0,040 0,06 0,465 0,473 100,00 0,00
277 | 0,210 0,32 0,450 0,458 100,00 0,00
278 | 0,125 0,19 0,439 0,450 100,00 0,00
279 | 0,632 0,98 SA 0,448 0,456 100,00 0,00
280 | 0,000 0,00 0,490 0,464 94,69 5,31
281 | 0,046 0,07 0,454 0,438 96,48 3,52
282 | 0,197 0,30 0,473 0,484 100,00 0,00
283 | 0,176 0,27 0,482 0,482 100,00 0,00
284 | 0,042 0,07 0,441 0,433 98,19 1,81
285 | 0,000 0,00 0,500 0,495 99,00 1,00
286 | 0,413 0,64 0,400 0,400 100,00 0,00
287 | 0,529 0,82 SA 0,538 0,543 100,00 0,00
288 | 0,075 0,12 0,475 0,420 88,42 11,58
289 | 0,144 0,22 0,515 0,446 86,60 13,40
290 | 0,295 0,45 0,483 0,417 86,34 13,66
291 | 0,214 0,33 0,477 0,403 84,49 15,51
292 | 0,121 0,19 0,499 0,472 94,59 5,41
293 | 0,269 0,41 0,513 0,447 87,13 12,87
294 | 0,000 0,00 0,505 0,447 88,51 11,49
295 | 0,297 0,46 0,413 0,312 75,54 24,46
296 | 0,020 0,03 0,468 0,414 88,46 11,54
297 | 0,226 0,35 0,510 0,448 87,84 12,16
298 | 0,180 0,28 0,483 0,489 100,00 0,00
299 | 0,176 0,27 0,484 0,433 89,46 10,54
300 | 0,279 0,43 0,946 0,808 85,41 14,59
301 | 0,040 0,06 0,950 0,788 82,95 17,05
302 | 0,452 0,70 SA 1,022 0,932 91,19 8,81
303 | 0,232 0,36 1,040 0,918 88,27 11,73
304 | 0,369 0,41 1,018 0,976 95,87 4,13
305 | 0,520 0,80 SA 0,948 0,878 92,62 7,38
306 | 0,294 0,45 0,906 0,838 92,49 7,51
307 | 0,006 0,00 0,938 0,806 85,93 14,07
308 | 0,194 0,30 0,964 0,868 90,04 9,96
309 | 0,049 0,02 1,020 0,796 78,04 21,96

182




310 | 0,324 0,50 1,020 0,972 95,29 4,71
311 | 0,008 0,01 0,936 0,980 100,00 0,00
312 | 0,040 0,06 1,048 0,910 86,83 13,17
313 | 0,386 0,60 0,932 0,878 94,21 5,79
314 | 0,026 0,04 0,906 0,852 94,04 5,96
315 | 0,003 0,00 0,968 0,926 95,66 4,34
316 | 0,475 0,73 SA 0,860 0,834 96,98 3,02
317 | 0,315 0,49 0,936 0,786 83,97 16,03
318 | 0,426 0,65 0,842 0,686 81,47 18,53
319 | 0,000 0,00 0,924 0,810 87,66 12,34
320 | 0,418 0,65 0,914 0,906 99,12 0,88
321 | 0,252 0,39 0,946 0,896 94,71 5,29
322 | 0,351 0,54 0,860 0,680 79,07 20,93
323 | 0,206 0,32 0,890 0,704 79,10 20,90
324 | 0,164 0,25 0,898 0,770 85,75 14,25
325 | 0,291 0,45 0,800 0,836 100,00 0,00
326 | 0,282 0,44 0,858 0,730 85,08 14,92
327 | 0,017 0,03 0,924 0,800 86,58 13,42
328 | 0,384 0,59 0,800 0,678 84,75 15,25
329 | 0,300 0,46 0,906 0,750 82,78 17,22
330 | 0,133 0,21 0,996 1,010 100,00 0,00
331 | 0,000 0,00 0,978 0,880 89,98 10,02
332 | 0,079 0,12 1,090 0,868 79,63 20,37
333 | 0,000 0,00 1,050 0,922 87,81 12,19
334 | 0,435 0,67 0,878 0,848 96,58 3,42
335 | 0,026 0,04 0,934 0,856 91,65 8,35
336 | 0,000 0,00 0,962 0,898 93,35 6,65
337 | 0,271 0,42 0,948 0,952 100,00 0,00
338 | 0,251 0,39 0,894 0,850 95,08 4,92
339 | 0,000 0,00 0,886 0,856 96,61 3,39
340 | 0,221 0,34 0,916 0,820 89,52 10,48
341 | 0,395 0,61 0,892 0,796 89,24 10,76
342 | 0,038 0,06 0,848 0,806 95,05 4,95
343 | 0,082 0,31 0,972 0,564 58,02 41,98
344 | 0,303 0,47 0,878 0,838 95,44 4,56
345 | 0,328 0,51 0,960 0,800 83,33 16,67
346 | 0,352 0,54 0,816 0,630 77,21 22,79
347 | 0,000 0,00 0,908 0,760 83,70 16,30
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348 | 0,000 0,00 0,832 0,720 86,54 13,46
349 | 0,539 0,83 SA 0,900 0,688 76,44 23,56
350 | 0,102 0,16 0,938 0,840 89,55 10,45
351 | 0,053 0,08 0,888 0,864 97,30 2,70
352 | 0,387 0,60 0,936 0,768 82,05 17,95
353 | 0,508 0,78 SA 0,850 0,960 100,00 0,00
354 | 0,206 0,32 0,820 0,720 87,80 12,20
355 | 0,033 0,05 0,800 0,734 91,75 8,25
356 | 0,086 0,13 0,918 0,692 75,38 24,62
357 | 0,092 0,14 0,816 0,674 82,60 17,40
358 | 0,328 0,51 0,900 0,776 86,22 13,78
359 | 0,810 1,25 SA 0,760 0,594 78,16 21,84
360 | 0,286 0,44 0,932 0,758 81,33 18,67
361 | 0,794 1,22 SA 0,944 0,782 82,84 17,16
362 | 0,148 0,23 1,002 0,870 86,83 13,17
363 | 0,064 0,10 0,956 0,912 95,40 4,60
364 | 0,554 0,85 SA 1,600 0,564 35,25 64,75
365 | 0,342 0,53 0,920 0,748 81,30 18,70
366 | 0,346 0,53 0,874 0,800 91,53 8,47
367 | 0,666 1,03 SA 0,960 0,864 90,00 10,00
368 | 0,000 0,00 0,944 0,796 84,32 15,68
369 | 0,080 0,12 0,912 0,892 97,81 2,19
370 | 0,126 0,19 1,012 0,932 92,09 7,91
371 | 0,050 0,08 0,904 0,886 98,01 1,99
372 | 0,275 0,42 0,930 0,878 94,41 5,59
373 | 0,199 0,31 0,910 0,844 92,75 7,25
374 | 0,068 0,10 1,012 0,868 85,77 14,23
375 | 0,131 0,20 0,900 0,792 88,00 12,00
376 | 0,486 0,75 SA 0,840 0,784 93,33 6,67
377 | 0,607 0,94 SA 0,816 0,714 87,50 12,50
378 | 0,688 1,06 SA 0,794 0,724 91,18 8,82
379 | 0,000 0,00 0,848 0,792 93,40 6,60
380 | 0,422 0,65 0,824 0,640 77,67 22,33
381 | 0,283 0,43 0,858 0,830 96,74 3,26
382 | 0,232 0,36 0,888 0,944 100,00 0,00
383 | 0,530 0,85 SA 0,900 0,860 95,56 4,44
384 | 0,127 0,20 0,778 0,710 91,26 8,74
385 | 0,483 0,75 SA 0,940 0,854 90,85 9,15
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386 | 0,032 0,05 0,870 0,798 91,72 8,28
387 | 0,122 0,19 0,874 0,818 93,59 6,41
388 | 0,701 1,08 SA 0,872 0,824 94,50 5,50
389 | 0,111 0,17 0,840 0,504 60,00 40,00
390 | 0,127 0,20 0,870 0,774 88,97 11,03
391 | 0,423 0,65 0,892 0,854 95,74 4,26
392 | 0,000 0,00 0,836 0,788 94,26 5,74
393 | 0,406 0,63 0,888 0,830 93,47 6,53
394 | 0,340 0,52 0,992 0,792 79,84 20,16
395 | 0,000 0,00 0,864 0,772 89,35 10,65
396 | 0,082 0,13 0,856 0,790 92,29 7,71
397 | 0,411 0,63 0,884 0,800 90,50 9,50
398 | 0,376 0,58 0,876 0,792 90,41 9,59
399 | 0,127 0,20 0,752 0,780 100,00 0,00
400 | 0,023 0,04 0,978 1,028 100,00 0,00
401 | 0,000 0,00 0,942 0,948 100,00 0,00
402 | 0,416 0,64 0,914 0,470 51,42 48,58
403 | 0,161 0,25 0,914 0,902 98,69 1,31
404 | 0,007 0,01 0,848 0,860 100,00 0,00
405 | 0,000 0,00 0,904 0,890 98,45 1,55
406 | 0,000 0,00 0,948 0,912 96,20 3,80
407 | 0,098 0,15 0,788 0,804 100,00 0,00
408 | 0,000 0,00 0,872 0,858 98,39 1,61
409 | 0,439 0,68 1,018 1,008 99,02 0,98
410 | 0,000 0,00 0,900 0,844 93,78 6,22
411 | 0,000 0,00 0,922 0,872 94,58 5,42
412 | 0,191 0,30 1,030 0,966 93,79 6,21
413 | 0,400 0,62 1,024 0,972 94,92 5,08
414 | 0,204 0,32 0,936 0,894 95,51 4,49
415 | 0,593 0,91 SA 0,968 0,968 100,00 0,00
416 | 0,700 1,08 SA 0,956 0,938 98,12 1,88
417 | 0,094 0,14 0,894 0,888 99,33 0,67
418 | 0,008 0,01 0,920 0,884 96,09 3,91
419 | 0,216 0,33 0,958 0,874 91,23 8,77
420 | 0,009 0,01 0,948 0,948 100,00 0,00
421 | 0,088 0,14 0,916 0,852 93,01 6,99
422 | 0,285 0,44 0,880 0,880 100,00 0,00
423 | 0,034 0,05 1,012 1,012 100,00 0,00
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424 | 0,668 1,03 SA 0,972 0,940 96,71 3,29
425 | 0,013 0,02 0,996 0,980 98,39 1,61
426 | 0,581 0,90 SA 0,944 0,920 97,46 2,54
427 | 0,059 0,09 0,988 0,960 97,17 2,83
429 | 0,075 0,12 1,184 1,022 86,32 13,68
430 | 0,127 0,20 1,148 0,904 78,75 21,25
432 | 0,406 0,63 1,114 1,052 94,43 5,57
433 | 0,065 0,10 1,064 1,064 100,00 0,00
434 | 0,101 0,16 1,140 1,070 93,86 6,14
435 | 0,159 0,25 1,132 1,080 95,41 4,59
436 | 0,376 0,58 1,142 1,090 95,45 4,55
437 | 0,081 0,13 1,010 0,068 6,73 93,27
438 | 0,272 0,42 1,018 0,800 78,59 21,41
439 | 0,206 0,32 1,110 1,008 90,81 9,19
440 | 0,408 0,63 1,056 1,026 97,16 2,84
441 | 0,199 0,31 1,092 1,016 93,04 6,96
442 | 0,218 0,34 1,036 0,968 93,44 6,56
443 | 0,131 0,20 1,084 1,034 95,39 4,61
444 | 0,360 0,56 0,974 0,346 35,52 64,48
445 | 0,037 0,06 1,094 1,024 93,60 6,40
446 | 0,265 0,41 1,056 1,096 100,00 0,00
447 | 0,140 0,22 1,094 1,052 96,16 3,84
448 | 0,000 0,00 0,932 0,932 100,00 0,00
449 | 0,024 0,04 1,018 0,968 95,09 4,91
450 | 0,419 0,65 1,018 1,012 99,41 0,59
451 | 0,164 0,25 0,960 0,948 98,75 1,25
452 | 0,618 0,95 SA 1,014 0,968 95,46 4,54
453 | 0,627 0,97 SA 1,044 1,042 99,81 0,19
454 | 0,319 0,49 1,000 0,992 99,20 0,80
455 | 0,082 0,13 0,994 0,962 96,78 3,22
456 | 0,705 1,09 SA 0,964 0,880 91,29 8,71
457 | 0,093 0,14 0,998 0,988 99,00 1,00
458 | 0,078 0,12 0,996 0,996 100,00 0,00
459 | 0,216 0,33 1,024 0,892 87,11 12,89

Los datos representan la media de tres experimentos distintos.
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ANEXO 11






GEN

AAT1
AAT21
ABP1
ACB1
ACH1
AcCo1
ACO2
ACP1
ACP12
ACSs1
ACS2
ACT1
ADE1
ADE12
ADE13
ADE17
ADES5,7
ADE6
ADH1
ADH2
ADH5
ADK1
ADO1
AGE3
AHP1
AHP2
ALA1
ALD5
ALl
ALS3
AMS1
ANB1
APR1

SC5314

270
MUY

359
MUY
°
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MUY
°
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POCO
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POCO
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POCO
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34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

APT1
ARA1
ARC1
ARC15
ARD
ARF1
ARF2
ARG1
ARG5,6
ARO10
ARO2
ARO3
ARO4
ARO8
ARP2
Asc1
ASR1
ASR2
ASR3
ATO1
ATP1
ATP14
ATP16
ATP17
ATP18
ATP19
ATP2
ATP20
ATP3
ATP4
ATP5
ATP7
ATX1
BAT22
BCY1
BEM2
BFR1
BGL2
BLP1
BMH1
BNR1
BUB3
C1_00270W_A
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77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
20
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119

C1_00420W_A

C1_00450C_A

C1_00700W_A
C1_00790W_A
C1_00920W_A
C1_01300W_A

C1_01490W_A
C1_01580W_A

C1_01930W_A

C1_02270C_A
C1_02310C_A
C1_02330C_A

C1_02650W_A

C1_02780W_A
C1_03100W_A

C1_03170C_A
C1_03240W_A
C1_03370W_A
C1_03510C_A
C1_03620C_A
C1_03660W_A
C1_04010C_A
C1_04360C_A
C1_04370C_A
C1_04430C_A
C1_04970W_A
C1_05160C_A
C1_05180C_A
C1_05190C_A
C1_05490C_A
C1_05670W_A
C1_05720W_A
C1_06470W_A
C1_06600W_A
C1_06640C_A
C1_06650W_A
C1_06670W_A
C1_06890C_A
C1_07360W_A
C1_07510W_A
C1_08050W_A
C1_08350C_A
C1_08520C_A
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120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162

C1_08680C_A
C1_09350W_A
C1_10240C_A
C1_10280C_A
C1_10680C_A
C1_11120C_A
C1_11200W_A
C1_11320C_A
C1_11860W_A
C1_13190W_A
C1_13260W_A
C1_13270W_A
C1_13320C_A
C1_13690C_A
C1_14060W_A
C1_14090W_A
C1_14450C_A
C1_14500C_A
C1_14630C_A
C2_00880W_A
C2_00940W_A
C2_01440C_A
C2_01450C_A
C2_01720C_A
C2_02050C_A
C2_02150C_A
C2_02310W_A
C2_02410W_A
C2_02620W_A
C2_03210W_A
C2_03260W_A
C2_04170C_A
C2_04490W_A
C2_04850C_A
C2_05410W_A
C2_05480C_A
C2_05550W_A
C2_05710C_A
C2_05760C_A
C2_06630C_A
C2_07000W_A
C2_07140W_A
C2_07190C_A
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163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205

C2_07200W_A
C2_07420W_A
C2_07540W_A
C2_07550W_A
C2_07630C_A
C2_07680W_A
C2_08160C_A
C2_08260W_A
C2_08650W_A
C2_08930W_A
C2_09040W_A
C2_09690C_A
C2_09980W_A
C2_10070W_A
C2_10650W_A
C2_10670W_A
C3_00380C_A
C3_00850C_A
C3_00910W_A
€3_01420C_A
C3_01610W_A
C3_01780C_A
C3_01890C_A
€3_02180C_A
€3_02620C_A
C3_02920W_A
€3_03300C_A
C3_03340C_A
C3_03410C_A
C3_03590W_A
C3_03740W_A
C3_03920W_A
C3_04080W_A
C3_04380C_A
C3_04590W_A
C3_04810C_A
€3_04920C_A
C3_06490W_A
C3_06750W_A
C3_06860C_A
C3_06920W_A
€3_07390C_A
C3_07580W_A
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206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248

C4_00170W_A
C4_00330C_A
C4_00420C_A
C4_01140C_A
C4_01460C_A

C4_01510W_A
C4_01560C_A
C4_01720C_A
C4_01800W_A
C4_01840C_A
C4_02340W_A
C4_02470C_A
C4_02520C_A
C4_02620C_A
C4_02860W_A
C4_03090W_A

C4_03400W_A
C4_03770W_A
C4_04330C_A
C4_04350W_A
C4_04390W_A
C4_04800W_A
C4_04970C_A
C4_05580C_A
C4_05610C_A
C4_06130W_A
C4_06470W_A
C4_06800W_A
C4_06880C_A
C5_00100C_A
C5_00150C_A
C5_00310C_A
C5_00330C_A
C5_00560W_A
C5_00850C_A
C5_01000C_A
C5_01230C_A

C5_01420W_A
C5_01540W_A
C5_01890W_A
C5_02110W_A
C5_02140C_A
€5_02190C_A
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249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291

C5_02380W_A
C5_02400W_A
C5_02660C_A
C5_03140C_A
C5_03400C_A
C5_03550W_A
C5_03870C_A
C5_03960W_A
C5_04300C_A
C5_04470C_A
C5_04720C_A
C5_04950C_A
C5_05230C_A
C5_05250C_A
C6_00090W_A
C6_00360C_A
C6_00760W_A
C6_00850W_A
C6_00910C_A
C6_00930C_A
C6_01210W_A
C6_01560W_A
C6_02030C_A
C6_02100W_A
C6_02330W_A
C6_02480W_A
C6_02740W_A
C6_03130W_A
C6_03240W_A
C6_03380W_A
C6_04100W_A
C6_04420W_A
C6_04560W_A
C7_00150W_A
C7_00250C_A
C7_00350C_A
C7_01160C_A
C7_01360C_A
C7_02600C_A
C7_03270W_A
C7_03650W_A
C7_03660C_A
C7_03860W_A
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292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334

C7_03890C_A
C7_04210C_A
CAB3
CAM1
CAP1
CAR1
CAR2
CAT1
CAT2
CBP1
CBR1
ccp1
ccs1
ccT2
ccT6
cDC10
cDC12
cDC19
cDC3
cDC48
CDC54
cDC6
CDG1
CEF3
CHT2
CHT3
CHT4
cip1
a1
cLcl
cMD1
CMP1
CNB1
COF1
coi1
coX12
cox13
cox17
COX2
CoX4
coxs
COX6
CoX8
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335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377

COX9
CPR3
CPR6
cpPY1

CR_00090C_A
CR_00340C_A
CR_00430C_A
CR_01280C_A
CR_01300W_A
CR_01350C_A
CR_01490C_A
CR_01790C_A
CR_02620C_A
CR_03020C_A
CR_04490C_A
CR_04650W_A
CR_04820W_A
CR_04870C_A
CR_05440W_A
CR_05480W_A
CR_05800C_A
CR_06500C_A
CR_06510W_A
CR_06530W_A
CR_06560C_A

CR_06930W_A

CR_07020W_A

CR_07230W_A

CR_08050C_A
CR_08330W_A
CR_08400C_A
CR_08880C_A
CR_08920W_A
CR_09010C_A
CR_09240C_A
CR_09440C_A
CR_09510C_A
CR_09640C_A
CR_09670C_A

CR_10140W_A

CR_10230W_A

CR_10280W_A

CR_10290C_A
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378 CRC1

379 CRD2
380 CRG1
381 CRH11
382 CSA2
383 CSH1
384 CcsP37
385 CTA3
386 CTR1
387 CUE5
388 CYB5
389 CYC1
390 CYP1
391 CYP5
392 CYS4
393 CYT1
394 DAD1
395 DAK2
396 DBP5
397 DCK2
398 DDR48
399 DED81
400 DFI1
401 DNA2
402 DOT5
403 DPM1
404 DPS1-1
405 DQD1
406 DUT1
407 ECE1
408 ECM14
409 ECM15
410 ECM33
411 ECM4
412 EFB1
413 EFG1
414 EFT2
415 EGD1
416 EGD2
417 EIF4E
418 EMP24
419 END3
420 ENG1
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421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463

ENO1
ENT3
ERG10
ERG11
ERG13
ERG20
ERG6
ERP5
ETR1
FAA4
FAB1
FAS1
FBA1
FBP1
FDH1
FDH3
FET34
FHL1
FMP27
FOX2
FOX3
FRP3
FTR1
FUM11
FUM12
FUR1
FzZOo1
GAD1
GAR1
GCA1
GCA2
GCF1
GCV1
GCV2
GCV3
GCY1
GDH2
GDH3
GDI1
GFA1
GIN4
GIs2
GLC7
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464 GLE2

465 GLK1
466 GLK4
467 GLO1
468 GLO2
469 GLR1
470 GLX3
471 GND1
472 GPD1
473 GPH1
474 GPM1
475 GRE2
476 GRE3
477 GRP2
478 GRS1
479 GSP1
480 GTT11
481 GTT12
482 GVP36
483 HBR2
484 HCR1
485 HEM13
486 HET1
487 HGT1
488 HGT6
489 HHF1
490 HHF22
491 HHO1
492 HHT1
493 HIs1
494 HIS3
495 HMO1
496 HNT1
497 HOM2
498 HOM6
499 HPT1
500 HSP104
501 HSP12
501 HSP21
503 HSP30
504 HSP60
505 HSP70
506 HSP78
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507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549

HSP90
HTA1
HTA2
HTA3
HTB1
HTB2
HTS1
HXK2
HYR1

ICL1

IDH1
IDH2
IDI1

IDP1
IDP2
IFD6
IFE2
IFR2
IHD1
ILV3
ILV5
ILV6

IMH3
INO4

IPP1d

IsT2
KAR2

KEM1
KGD1
KGD2
KRE9
KRS1
KTiI11
LAP3

LAP41
LAT1
LEU2
LHP1
LPD1

LPG20
LSC1
Lsc2
LSP1
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550 LTE1

551 Lys1
552 LYS12
553 LYs9
554 MBF1
555 MCA1
556 MCR1
557 MDG1
558 MDH1
559 MDH1-1
560 MDH1-3
561 MEC1
562 MET15
563 MET6
564 MEU1
565 MGE1
566 MIA40
567 MIR1
568 Mis11
569 MLC1
570 MLP1
571 MLS1
572 MMD1
573 MP65
574 MPRL36
575 MRF1
576 MRP8
577 MRPL10
578 MRPL19
579 MRPL37
580 MRS7
581 MsSB2
582 MsI3
583 MVD
584 Myo1
585 NAB3
586 NAP1
587 NCB2
588 NCE102
589 NCP1
590 NCR1
591 NHP6A
592 NIF3
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593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
620
621
622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635

NOP10
NOP14
NOP4
NOP5
NSP1
NTF2
NUC2
NUO
NUO2
OFR1
oP4
ORM1
osMm1
PAN1
PCK1
PDA1
PDB1
PDC11
PDI1
PDX1
PDX3
PET9
PEX11
PEX14
PEX19
PFY1
PGA10
PGA4
PGA45
PGA63
PGI1
PGK1
PGM2
PHB1
PHB2
PHHB
PHM7
PHO88
PHR1
PHR2
PIL1
PIN3
PMA1
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636 PMC1

637 PMI1
638 PMM1
639 PNC1
640 PNP1
641 POL30
642 POR1
643 POT1
644 POX1-3
645 PPH21
646 PR26
647 PRA1
648 PRC2
649 PRE10
650 PRE8
651 PRO3
652 PRP31
653 PRX1
654 PST1
655 PST2
656 PST3
657 PTC7
658 PTP3
659 PUP2
660 PUP3
661 PUT2
662 PYC2
663 QCR2
664 QCR7
665 QCR8
666 RAC1
667 RAD23
668 RAD32
669 RAD50
670 RAS1
671 RBE1
672 RBP1
673 RBT4
674 RBT5
675 RCT1
676 RDI1
677 RHD3
678 RHO1
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679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721

RIB3
RIB4
RIM1
RIP1
RIX7
RKI1
RNA1
RPA12
RPL10
RPL10A
RPL11
RPL12
RPL13
RPL14
RPL15A
RPL16A
RPL17B
RPL18
RPL19A
RPL2
RPL20B
RPL21A
RPL23A
RPL24A
RPL25
RPL27A
RPL28
RPL3
RPL30
RPL32
RPL35
RPL37B
RPL38
RPL39
RPL42
RPL43A
RPL4B
RPL5
RPL6
RPL82
RPL8B
RPL9B
RPN8
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722 RPO26

723 RPPO
724 RPP1A
725 RPP1B
726 RPP2A
727 RPP2B
728 RPS1
729 RPS10
730 RPS12
731 RPS13
732 RPS14B
733 RPS15
734 RPS16A
735 RPS17B
736 RPS18
737 RPS19A
738 RPS20
739 RPS21
740 RPS21B
741 RPS22A
742 RPS23A
743 RPS24
744 RPS25B
745 RPS26A
746 RPS27
747 RPS27A
748 RPS28B
749 RPS3
750 RPS30
751 RPS42
752 RPS4A
753 RPS5
754 RPS6A
755 RPS7A
756 RPS8A
757 RPS9B
758 RSR1
759 RUB1
760 SAC3
761 SAC6
762 SAH1
763 SAM2
764 SAP5
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765
766
767
768
769
770
771
772
773
774
775
776
777
778
779
780
781
782
783
784
785
786
787
788
789
790
791
792
793
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807

SAR1
SBA1
SBP1
SCL1
SCSs7
SDC1
SDH12
SDH2
SEC14
SEC4
SEC65
SEN1
SER1
SER33
SES1
SFC1
SFH5
SGT2
SHE3
SHM1
SHM2
SHP1
SIM1
SiIs1
SIT4
SKP1
SLK19
SLP3
SMT3
SNF7
SNL1
SNZ1
SOD1
SOD2
SOD3
SOD5
SOL2
SOoL3
Sou1
SPE3
SRB1
SRV2
SSA2
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808 5581

809 S$5C1
810 S$SD1
811 SSN6
812 SSO2
813 SSR1
814 STF2
815 STiI1
816 suB2
817 sui2
818 SUN41
819 SUR7
820 TAF14
821 TAL1
822 TDH3
823 TEF1
824 TEF2
825 TFP1
826 TFS1
827 THR4
828 THS1
829 TIF
830 TIF11
831 TIF3
832 TIF4631
833 TIF5
834 TIM10
835 TIM13
836 TIM23 8
837 TIM44
838 TIM8
839 TIM9
840 TKL1
841 TMA19
842 TOM20
843 TOM22
844 TOM40
845 TOM70
846 TPI1
847 TPM2
848 TPS1
849 TRP99
850 TRR1
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851
852
853
854
855
856
857
858
859
860
861
862
863
864
865
866
867
868
869
870
871
872
873
874
875
876
877
878
879
880
881
882
883
884
885
886
887
888
889
890
891
892
893

TRX1
TSA1
TSA1B
TTR1
TUB1
TUB2
TUF1
TUP1
TYS1
UBA1
UBC1
uBiI3
UBI4
UCF1
UGP1
URA3
URA4
URA5
URA6
UTR2
VMA10
VMA2
VMA4
VMA7
VPH1
VPS1
VPS13
VPS21
VPS8
VRP1
VTI1
WH11
X0G1
XYL2
YBN5
YCK2
YCP4
YDJ1
YHM1
YIM1
YKT6
YNK1
YPS7
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894 YPT1 ° ° ° ° ° ° ° ° °

895 YPT31 — ° ° — ° — ° — °

896 YPT52 — ° ° — — — — — —_
897 YRB1 ° ° ° ° — — — — —
898 YSA1 ° ° . . — — — — —
899 YST1 ° ° ° ° — — — — —
900 YWP1 ° ° ° . ) . ° ° °

901 ZCF15 — — — — ° — — — —
902 ZRT1 — — — — ° — — — —
903 ZRT2 ° ° ° ° — — — — —
904 Zuo1 — — . — — — — — —
905 ZWF1 ° ° ° ° — — — —

El total de los 905 genes identificados en andlisis protedmico estan ordenados en la presente

tabla por orden alfabético Los simbolos utilizados corresponde a (®) cuando se encuentra presente
y (—) cuando no se encuentro en el estudio.
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