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VI. RESUMEN

Candida albicans es el principal patégeno fungico oportunista del hombre,
capaz de causar desde infecciones superficiales, en individuos sanos, hasta micosis
severas en pacientes inmunocomprometidos, con compromiso vital. Esta levadura
bajo determinadas condiciones (pH, crecimiento a 37°C, microaerofilia, suero,
macrofagos, entre otras), puede dar origen a estructuras filamentosas, del tipo hifas y
pseudohifas. La filamentacién ha sido considerada como un factor de virulencia

importante de C. albicans.

Considerando la importancia de la morfogénesis en la patogénesis de la
levadura, nosotros estudiamos la expresion diferencial de algunos reguladores
transcripcionales involucrados en filamentacion (CPH1, EFG1, RIM101 y NRG1).
Nuestros resultados mostraron diferencias en filamentacion en 10 cepas clinicas de
C. albicans cuando crecieron en medios inductores de filamentacion (LEE, SPIDER,
YPS y SLAD). Entre estas cepas, C. albicans CVV5 fue altamente filamentadora
(87,4% en LEE y 66,8 en YPS), mientras que CVV22 mostrd una baja filamentacion
(4,2% en LEE y 6,9 en YPS). Por lo tanto, estas dos cepas fueron escogidas para un

analisis de expresion transcripcional de los reguladores en los medios YPS y LEE.

El estudio de los genes CPH1 y RIM101 por RT-PCR semicuantitativo en
CVV22 y CVV5 no mostr6 cambios en los niveles transcripcionales y no hubo

asociacion con el grado de filamentacidén en este estudio. Por otra parte, dado que



los niveles de EFG1 y NRG1, mostraron cambios transcripcionales, estos genes

fueron analizados por PCR en tiempo real.

Con respecto a EFG1, ensayos de PCR en tiempo real no revelaron cambios
significativos en su expresion en los medios LEE e YPS. Sin embargo, el nivel de
expresion transcripcional del gen represor de la filamentacion NRG1 en la cepa
CVV22 tuvo un aumento significativo en el medio LEE (4,9 veces) y en el medio YPS
(4,2 veces), como era esperado considerando su fenotipo de baja filamentacion. Sin
embargo, en la cepa de alta filamentacion CVV5 y la cepa de referencia SC5314,
donde se esperaba una disminucién de los niveles transcripcionales, no se
observaron cambios en el nivel de expresion de NRG1 en el medio LEE. Por lo tanto,
considerando el comportamiento de CPH1, RIM101, EFG1 y NRG1 en todas las
cepas analizadas, no fue posible correlacionar sus niveles de expresion
transcripcional con los grados de filamentacion exhibidos por las cepas CVVS5,

CVV22 y SC5314, en los medios LEE e YPS..



VIl. ABSTRACT

Candida albicans is the major opportunistic fungal pathogen in man, causing
from superficial infections in healthy individuals to severe fungal infections in
immunocompromised patients with life-long commitment. Under certain conditions
(pH, 37°C, microaerophilia, serum, macrophages, etc.) this yeast may originate
filamentous structures, like hyphae and pseudohyphae. Filamentation has been

considered an important virulence factor in C. albicans.

Considering the importance of morphogenesis in C. albicans pathogenesis, we
studied the differential expression of some transcriptional regulators involved in
filamentation (CPH1, EFG1, RIM101, NRG1). Our results showed differences in
filamentation in 10 isolates of C. albicans when grow in filamentation inducing media
(LEE, SPIDER, YPS and SLAD). Among these strains, C. albicans CVV5 was highly
filamentary (87.4% in LEE and 66.8% in YPS), whereas CVV22 showed low
filamentation (4.2% in LEE and 6.9% in YPS). Therefore these two strains were
chosen for further analysis of transcriptional level of regulators in YPS and LEE

media.

Semiquantitative RT-PCR study of RIM101 and CPH1 genes in CVV22 and
CVVs5 strains showed no changes in transcriptional levels and no association with the
degree of filamentation in this study. On the other hand, because EFG1 and NRG1

levels showed transcriptional changes they were further analyzed by real-time PCR.



With respect to EFG1, real-time PCR assays revealed no significant changes
in its expression in LEE and YPS media. However, the expression level of
filamentation repressor NRG1 in CVV22 strain had a significant increase in LEE (4.9
fold) and YPS (4.2 fold) media, as expected because of its low filamentation
phenotype. However, in the high filamentation strain CVV5 and reference strain
SC5314, where decreased transcriptional levels of NRG1 were expected, no
changes in its expression were observed in LEE medium. Therefore,
considering the behavior of CPH1, RIM101, EFG1 y NRGL1 in all strains analyzed, it
was not possible to correlate its levels of transcriptional expression with the
degree of filamentation exhibited by CVV5, CVV22 and SC5314 strains in LEE and

YPS media.
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1.  INTRODUCCION

Candida albicans es un hongo pleomorfico, que forma parte de la microbiota
normal humana, encontrandose en la cavidad oral, el tracto gastrointestinal y la
mucosa génito-urinaria, sin embargo, puede comportarse como un hongo patdégeno
oportunista en individuos con un sistema inmune alterado, como en personas VIH(+),
pacientes transplantados o personas bajo tratamientos inmunosupresores (Mathews
and Witek-danusek, 2002). Las presentaciones clinicas son variadas y pueden ir
desde infecciones superficiales hasta micosis sistémicas, con compromiso vital,
siendo Candida albicans la especie aislada con mayor frecuencia (Mathews and
Witek-Janusek, 2002; Pfaller and Diekema, 2007). Segun el sistema nacional de
vigilancia de infecciones nosocomiales de Estados Unidos, las especies del género
Candida son responsables del 78% de las infecciones fungicas intrahospitalarias,
constituyendo el 6 patégeno mas comun en este tipo de infecciones y el 4®° agente
mas frecuente en casos de sepsis (Marol and Yucesoy, 2008). Uno de los cuadros
superficiales mas frecuentes es la candidiasis vulvovaginal y se estima que cerca del
70% de las mujeres han presentado un episodio de candidiasis vaginal en algun
momento de su vida, de las cuales un 20% llega a ser recurrente (Sobel, 2007,
Tapia, 2008a). En Chile, C. albicans ocupa el tercer lugar de los agentes que causan
infecciones intrahospitalarias del tracto sanguineo, asociado a nutricion parenteral,
en pacientes pediatricos (8,5%) y el cuarto agente en adultos (6,1%) (Otaiza et al.,

2005).
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Factores de Virulencia.

Se han descrito diversos factores de virulencia que contribuyen a la
patogenicidad de C. albicans (Cutler, 1991; Calderone and Gow, 2002) algunos de
los cuales incluyen la produccion y secrecion de proteinasas, fosfolipasas y otras
enzimas liticas (Schaller et al., 2005; Chaffin, 2008); caracteristicas de su pared
celular relacionadas con adhesién (Calderone and Fonzi, 2001; Calderone and Gow,
2002); y la capacidad de esta levadura de experimentar cambios morfogenéticos

(Ernst, 2000; Whiteway and Bachewich, 2007).

Esta ultima caracteristica se considera como uno de los factores mas
importantes en C. albicans e involucra la transformacion de la levadura en un hongo
filamentoso, por lo que pasa de un estado unicelular a uno “pluricelular”. La
filamentacion en C. albicans puede ocurrir bajo una variedad de condiciones in vivo e
in vitro (Ernst, 2000) y da origen a estructuras alargadas y ramificadas del tipo hifas y
pseudohifas (Berman, 2006). Las primeras, corresponden a tubos de longitud
variable, con un diametro de 3 a 5 um, paredes paralelas y presencia de septos,
mientras que las pseudohifas se originan por un proceso de gemacién anémalo, con
paredes no paralelas y que en lugar de septos presentan puntos de constriccion

(Bastidas and Heitman, 2009).

Se ha propuesto que la forma levaduriforme de C. albicans es importante para

la diseminacién y multiplicacion de células viables en el cuerpo humano,
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confiriéndole la capacidad para colonizar nuevos tejidos. Por otro lado, la formacién
de hifas y/o pseudohifas seria indispensable para penetrar tejidos, permitiéndole al

hongo invadir los mismos (Sundstrom, 2006).

La transicion morfogenética de C. albicans es completamente reversible y la
virulencia del hongo depende estrictamente de que este proceso esté finamente
regulado a nivel molecular y genético, involucrando sensores de las sefales
adecuadas para filamentacion, vias de transduccidn de sefales dedicadas,
reguladores transcripcionales y sus correspondientes genes blancos (Biswas et al.,
2007). Mutaciones que reducen la filamentacion, o que por el contrario, la exacerban
(mutaciones hiperfilamentadoras), provocan que la cepa mutante exhiba una
virulencia reducida (Madhani and Fink, 1998; Mitchell, 1998; Lengeler et al., 2000;
Whiteway and Bachewich, 2007). Estos resultados son una clara evidencia de la
relacion que existe entre el proceso de filamentacion de C. albicans y su virulencia

(Madhani and Fink, 1998).

Inductores de la filamentacion en C. albicans.

La transicion de levadura a un hongo filamentoso en C. albicans es promovida
por una variedad de condiciones in vitro, tales como, la exposicion a glucosa, prolina,
metionina, N-acetilglucosamina (Land et al., 1975), hemoglobina (Pendrak and
Roberts, 2007) y peréxido de hidrogeno en niveles subtéxicos (Nasution et al., 2008).
También el crecimiento en presencia de suero; cultivo a pH neutro o la temperatura

de 37°C (Ernst, 2000). En algunos casos, inductores especificos han sido
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relacionados con una o varias vias de transduccion de sefiales (Brown, 2002). Las
sefales in vivo que determinan el cambio morfogenético de C. albicans aun son

desconocidos.

Vias de transduccion de senales asociadas al proceso de filamentacion.

Una vez que la levadura percibe la sefial externa que induce la filamentacion,
ocurren una serie de eventos moleculares en cascada que transmiten la sefal desde
la pared celular hasta los genes que en ultima instancia determinan el cambio
morfogenético (Brown, 2002). Participan en este evento vias de transduccién de
sefales que desembocan normalmente sobre reguladores transcripcionales, esto es,
activadores o represores de la transcripcion, cuya accion concertada sobre genes

blancos, desencadenan la filamentacion de C. albicans.

Al menos 5 vias de transduccion de sefales han sido identificadas en C.
albicans, dos de las cuales han sido bien caracterizadas, la via MAPKinasa y la via
de la proteina kinasa A dependiente de AMP ciclico (cCAMP). Ambas vias estan
relacionadas con un estimulo particular, pero existe evidencia que sugiere
fuertemente la comunicacion cruzada (“cross talking”) entre éstas, a través de

algunos de sus componentes (Biswas et al., 2007).
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Via de transduccion de senales MAPKinasa.

La via de transduccion de sefiales MAPKinasas (“Mitogen-activated protein
kinases”) ha sido asociada a la regulacion transcripcional de la filamentacion, como
respuesta frente a estimulos del ambiente (Monge et al., 2006). Comprende
proteinas kinasas conservadas, que son fosforiladas en cascada, transfiriendo
secuencialmente la sefial externa a los factores transcripcionales (Lengeler et al.,

2000).

En C. albicans, la identificacion de los componentes de esta via ha sido
posible por estudios de proteinas homodlogas previamente caracterizadas en
Saccharomyces cerevisiae. Estos componentes han sido asociados al apareamiento
sexual, filamentacion, osmoregulacion, y respuesta a feromonas en cepas “White” y

“Opaque” en C. albicans (Brown, 2002; Yi et al., 2008).

La cascada consta de las proteinas kinasas Cst20, Hst7 y Cek1, homdlogas a
Ste20, Ste7 y Fus3/Kss1 de S. cerevisiae, respectivamente, y del factor
transcripcional Cph1, homdlogo a Ste12 (Figura 1). También son importantes
pequefas proteinas GTPasas, como Cdc42, la cual es responsable de activar la via
por unién con la proteina kinasa Cst20 (Kohler and Fink, 1996; Csank et al., 1998;
Biswas et al., 2007). Mutaciones en cualquiera de los genes que codifican a las
proteinas antes mencionadas, causan un defecto en el crecimiento y formacion de
hifas en medios sélidos inductores (Madhani and Fink, 1998; Monge et al., 2006). Sin

embargo, estas mutantes aun son capaces de filamentar cuando se exponen a suero
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humano, lo que siguiere que la morfogénesis inducida por suero depende de otra via

de transduccion (Kohler and Fink, 1996; Brown, 2002).

Via de la proteina kinasa A dependiente de AMP ciclico (cCAMP).

Esta via depende de la acumulacion de AMP ciclico en respuesta a escasez
de nutrientes y a la presencia de suero humano (Feng et al., 1999; Borges-Walmsley
and Walmsley, 2000). Esta via es iniciada a través de la proteina receptora Gpr1,
acoplada a una proteina G (Gpa2), la cual interactua con la region carboxi-terminal
de Gpr1. Mutaciones en los genes de estas proteinas, resultan en defectos de la
filamentacion, que pueden ser restaurados por la adicion de cAMP exdgeno o la
sobreexpresion de componentes rio abajo de Gpa2 (Maidan et al., 2005; Biswas et
al., 2007). Otros componentes también han sido identificados por homologia con
proteinas de S. cerevisiae que participan en la misma via (Brown, 2002).
Experimentos de epistasis han sido utiles para determinar el orden de los
componentes de esta cascada (Figura 1). Proteinas como Ras1, Cdc35, Cap1
(adenilato ciclasa) provocan la acumulacion de cAMP intracelular en presencia del
estimulo adecuado, lo que finalmente permite la activacion de las proteinas kinasas
Tpk1 y Tpk2, dependientes de cAMP (Bahn and Sundstrom, 2001; Bockmuhl et al.,
2001; Rocha et al., 2001). A través de estas kinasas, se activa por fosforilacion el
factor transcripcional Efg1, el que expresara los genes blancos necesarios para el

proceso de filamentacion (Figura 1).
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Figura 1: Regulacion de la morfogénesis en C. albicans por multiples vias de
sefalizacion (Biswas et al., 2007)

De la misma forma que ocurre en la via MAPKinasa, mutaciones en los

diversos componentes de esta via resultan en un defecto en el proceso de

filamentacion, incluso en medios inductores fuertes, como el medio LEE, la presencia

de suero humano y el contacto con macréfagos (Cassola et al

., 2004; Doedt et al.,
2004). Adicionalmente, estas mutantes también tienen una virulencia reducida, como

ha sido comprobado en modelos de micosis sistémica murino (Rocha et al
Maidan et al., 2008).

, 2001;
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Otras vias de transduccion asociadas a filamentacion.

Otras vias han sido identificadas (Figura 1), entre ellas se encuentra una via
que responde a variaciones de pH, en la que intervienen las proteinas Rim8 y Rim20,
cuyo regulador transcripcional asociado es Rim101 (Baek et al., 2008). Por otro lado,
la filamentacién inducida por crecimiento embebido en una matriz sélida involucra al
factor transcripcional Czf1, que a su vez reprime a Efg1 (Vinces and Kumamoto,
2007). Una via menos caracterizada involucra los activadores transcripcionales de
filamentacion Cph2 y Tec1 (Figura 1), cuyo inductor especifico aun se desconoce
(Lane et al., 2001). Ademas, el cambio morfogenético en C. albicans también
involucra reguladores negativos, los que actuan de forma concertada con los
activadores transcripcionales. Se han identificados las proteinas represoras Nrg1,
Mig1 y Rfg1, las cuales pueden reclutar el represor global Tup1 e interactuar con
secuencias especificas del DNA de genes blancos relacionados con la morfogénesis,
inhibiendo su expresion (Figura 1) (Braun and Johnson, 1997; Zaragoza et al., 2000;

Murad et al., 2001; Kebaara et al., 2008).

Factores de transcripcion asociados a la filamentacion.

Las vias de transduccion de sefales que participan en la morfogénesis de C.
albicans desembocan en reguladores de la expresion génica, que dan cuenta por la
regulacién del proceso a nivel transcripcional. Se han identificado varios de estos

reguladores, entre los que se puede destacar por su importancia a Cph1, Efg1 y
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Rim101, como activadores de filamentacion; y a Nrg1 y Rbf1 como represores de
ésta (Figura 1). Existen otros reguladores menos caracterizados, los cuales pueden

ser revisados en Whiteway y Bachewich (2007).

A continuacion se describen algunos de los factores de transcripcion mas

destacados en filamentacion:

Cph1: El gen CPH1l de C. albicans codifica para un factor transcripcional
perteneciente a la via MAPKinasa, homodlogo a STE12 de S. cerevisiae. Su rol en el
proceso de filamentaciéon ha sido evidenciado por ensayos de complementacion en
cepas de S. cerevisiae deficientes de STE12, en los cuales CPH1 de C. albicans
restaura el defecto en la formacion de hifas y el defecto de apareamiento exhibido
por estos mutantes (Liu et al., 1994). Asi mismo, la disrupcién génica de CPH1 en C.
albicans, provoca defectos en la formacién de hifas en el medio inductor agar Spider,
pero su filamentacion es normal en respuesta al suero (Liu et al.,, 1994; Braun and
Johnson, 2000). Esta mutante (cphl/cphl) también presenta defectos en la
colonizacién de catéteres venosos (Lewis et al., 2002). Cph1 contribuye a la
regulaciéon de genes especificos de hifa como ALS3, ECE1, HWP1, SAP5, SAPG,

YPL184, YJL79, HYR1, WH11, HSP12 y YPL184 (Argimon et al., 2007).

Efg1: Es un factor transcripcional perteneciente a la familia de proteinas APSES,
homologo a Sok de S. cerevisiae. Presenta una region con la conformacién
hélice-loop-hélice (HLH), que se une a secuencias E-box (CANNTG) (Stoldt et al.,

1997; Noffz et al., 2008). Su residuo 206 es treonina, el que es potencialmente
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fosforilado por las kinasas Tpk1 y Tpk2 (Bockmuhl and Ernst, 2001). Efg1 no se
sintetiza constitutivamente, sino que su expresion esta regulada negativamente por

accion de las proteinas kinasas Tpk y por si mismo (Tebarth et al., 2003).

El rol de Efg1 en C. albicans ha sido asociado tanto a la filamentacion (Lo et
al., 1997; Doedt et al., 2004; Noffz et al., 2008), como a la transicion “white-opaque”
(Zordan et al., 2007) y la formacién de clamidosporas (Sonneborn et al., 1999a; Noffz
et al.,, 2008). Mutantes efgl/efgl presentan baja virulencia en modelos sistémicos
murinos, lo que demuestra su importancia en la patogénesis (Doedt et al., 2004;
Noffz et al., 2008). Entre los genes blancos que regula, se encuentran los genes
especificos de hifa ALS1, ECE1, HWP1, HYR1, RBT1 y RBT4 (Braun and Johnson,

2000).

Rim101: Es un factor transcripcional que interviene en la via de respuesta a cambio
de pH. Sus funciones han sido asociadas a la represion de genes de respuesta a pH
acido, activacién de genes de respuesta a pH alcalino y estimulacion de la transicion
levadura-hifa (Davis et al., 2000b). El gen RIM101 codifica una proteina homodloga a
Rim101 de S. cerevisiae, que presenta un dominio con dedos de zinc (Ramon et al.,

1999).

En condiciones acidas la proteina Rim101 se encuentra en un estado “sin
procesar” y la levadura permanece sin producir hifas. Cuando el pH ambiental se
torna alcalino, ocurre un proceso proteolitico en su regidén carboxi-terminal y se

obtiene la forma activa, la cual promueve la transicion levadura a hifa (Li et al., 2004).
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Cepas mutantes rim101/rim101 fallan en filamentacion en medios inductores como
Spider, M199 a pH alcalino y agar con 10% de suero, ademas exhiben una
disminucion de su virulencia en modelos murinos (Ramon et al., 1999; Davis et al.,

2000a; Bensen et al., 2004).

Rim101 contribuye a la activacion de genes especificos de hifa como HWP1 y
RBT1 (Lotz et al., 2004). Otros genes blancos de Rim101 son ALS3, CHTZ,
PGA7/RBT6, SKN1 y ZRT1 (Nobile et al., 2008). Mediante ensayos de microarreglos
con mutantes rim101/rim110 se pudo observar la sobreexpresion de

aproximadamente 154 genes de respuesta a pH alcalino (Bensen et al., 2004).

Nrg1: El gen NRG1 codifica para una proteina de union a DNA secuencia especifica
de 34 KDa, con un domino con dedos de zinc. El gen es homologo a NRG1 y NRG2
de S. cerevisiae (Braun et al., 2001). Corresponde a un represor negativo de la
filamentacion, actuando en conjunto con el represor global Tup1 y reconociendo
secuencias especificas de respuesta a NRG1 (NRE) (Murad et al., 2001). La
inactivacion de este gen induce la flamentacion constitutiva en medios no inductores
y la desrrepresion de genes especificos de hifa como HWP1 y ALS8, entre otros. Por
otro lado, los mutantes homocigotos son avirulentos en modelos murinos (Braun et
al., 2001; Murad et al., 2001). Mediante ensayos de microarreglo en C. albicans, se
ha demostrado que cerca de 63 genes son inducidos en la transiciéon levadura-hifa y
aproximadamente la mitad de ellos son reprimidos por Nrg1, Rfg1 y Tup1 (Kadosh

and Johnson, 2005).
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Expresion diferencial de NRGL1 en C. albicans y C. dubliniensis.

Candida dubliniensis es una levadura estrechamente relacionada a C.
albicans. Ambas levaduras, comparten varias caracteristicas tales como la habilidad
para formar tubo germinativo, formacién de hifas verdaderas, pseudohifas vy
clamidosporas (Sullivan et al., 1995). Sin embargo, la prevalencia en cuadro clinicos
de C. dubliniensis es mucho menor a la de C. albicans (Sullivan et al., 2004). La
razon de ello es que C. dubliniensis tiene una menor capacidad para filamentar que
C. albicans en la mayoria de las condiciones inductoras, tanto in vitro como in vivo
(Moran et al., 2007; Stokes et al., 2007). Sdélo en el medio de cultivo agar Staib, C.
dubliniensis es capaz de formar mas clamidosporas que C. albicans, lo cual estaria
relacionado con los bajos niveles de expresion de NRG1 en contraste a lo que ocurre
en C. albicans (Staib and Morschhauser, 2005). Interesantemente, durante ensayos
de virulencia in vitro, (sobrevida frente a macrofagos, pruebas de invasividad en
epitelios humanos reconstituidos) e in vivo (modelo de infeccion sistémica murino),
en los que C. dubliniensis mostré siempre una menor capacidad de filamentacion, el
nivel de expresion de NRG1 en esta levadura se reduce mas lentamente que en C.
albicans (Moran et al., 2007). Este estudio demostroé que la virulencia reducida de C.
dubliniensis se debe, en parte, a que ésta especie no es capaz de modular la
expresion de NRG1 en respuesta a las mismas sefiales que inducen la filamentacion

en C. albicans (Moran et al., 2007).
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Filamentacion diferencial en cepas clinicas de C. albicans.

En nuestro laboratorio, hemos constatado que diferentes cepas clinicas,
aisladas desde candidiasis vulvovaginal (Tapia, 2008b), exhiben distintos grados de
filamentacion en los medios inductores agar Slad e YPS-embebido (Mora and
Hermosilla, 2008). Dada la comprobada relaciéon entre filamentacién y virulencia en
C. albicans, seria interesante encontrar las bases moleculares que expliquen las

diferencias encontradas en filamentacién en cepas clinicas.

En consideracion de los resultados que demuestran la expresién diferencial de
NRG1 en las especies C. albicans y C. dubliniensis, en esta Tesis se propone
estudiar los niveles de expresion génica de algunos de los factores transcripcionales
mas importantes para la filamentacién (CPH1, EFG1, RIM101, y NRG1 ), esperando
demostrar que la expresion diferencial de algunos de ellos, se correlacione con los
diferentes grados de filamentacion exhibidos por cepas clinicas. Este estudio no
descarta la posibilidad de que regulacion diferencial a otros niveles, como

postraduccional, también estén operando.

Los resultados de esta Tesis podrian contribuir al entendimiento de la
modulacion de la morfogénesis de C. albicans y ademas pueden llegar a constituir
las bases para el desarrollo de una herramienta que podria predecir la evolucién de
un cuadro clinico de candidiasis de acuerdo a la capacidad de filamentacion del

agente aislado.
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2. HIPOTESIS

La expresion génica diferencial de reguladores transcripcionales relevantes para la
morfogénesis de C. albicans, se asocia con la capacidad de filamentacion diferencial

exhibida por cepas clinicas de esta levadura.

3. OBJETIVO GENERAL
Correlacionar la expresion diferencial de activadores y represores transcripcionales
de morfogénesis con las diferencias observadas en la capacidad de filamentacién de

cepas clinicas de C. albicans

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Seleccionar fenotipicamente dos cepas clinicas de C. albicans, una con alto
grado de filamentacién y otra con bajo grado de filamentacion frente a diferentes
medios inductores de filamentacion

b) Medir los niveles de expresion transcripcional de los genes CPH1, EFG1,
RIM101 y NRG1 en cepas clinicas de C. albicans, bajo diferentes estimulos de
filamentacion

c) Determinar si existe correlacion entre los niveles de expresion transcripcional de
CPH1, EFG1, RIM101 y NRG1 con el grado de filamentacién exhibido por cada

cepa clinica
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cepas.

En la Tabla 1, se muestra las cepas utilizadas en este estudio. Se utilizaron 5
cepas de Candida albicans, aisladas desde embarazadas con candidiasis
vulvovaginal (CVV3, CVV5, CVV9, CVV22 y CVV29) y 5 cepas aisladas desde
cavidad oral en pacientes colonizados por C. albicans (PM13-1, PM31-2, PA30-1,
PB17-1 y PC28-1), todas pertenecientes al cepario del laboratorio de Micologia del
Programa de Microbiologia y Micologia, ICBM, Universidad de Chile. Las levaduras
fueron recuperadas desde un stock congelado a -80°C y crecidas en medio agar

Sabouraud glucosado (pH 5,4), incubando a 37°C por 24 h.

Las cepas fueron reidentificadas por métodos convencionales, como
formacion de tubo germinativo en plasma y formacién de clamidoconidios en agar
maiz (microcultivo). Ademas todas las cepas fueron cultivadas en agar cromogénico

CHROMagar-Candida (Tapia, 2008b).

Como controles, se utilizaron C. albicans SC5314 (cepa de referencia
ATCC MYA-2876, como control positivo de filamentacion), C. dubliniensis CD36
(cepa de referencia ATCC MYA-646, como control de expresion reducida del gen
NRG1) y C. glabrata CG01 (cepa obtenida desde cavidad orofaringea, como control
negativo de filamentacion). Todas estas fueron cultivadas y analizadas de manera

similar a los aislados clinicos.
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Tabla 1: Cepas de Candida sp. utilizadas en este estudio.

Cepas Caracteristica fuente
Cepas C. albicans

SC5314 Cepa silvestre Gillum et al 1984
(ATCC MYA-2876)

Cvv3 Candidiasis vulvovaginal Lab. Micologia Médica
CVV5 Candidiasis vulvovaginal Lab. Micologia Médica
CVvVv9 Candidiasis vulvovaginal Lab. Micologia Médica
Cvv22 Candidiasis vulvovaginal Lab. Micologia Médica
Cvv29 Candidiasis vulvovaginal Lab. Micologia Médica
PM13-1 Candidiasis oral Lab. Micologia Médica
PB17-1 Candidiasis oral Lab. Micologia Médica
PC28-1 Candidiasis oral Lab. Micologia Médica
PA30-1 Candidiasis oral Lab. Micologia Médica
PM31-2 Candidiasis oral Lab. Micologia Médica
Cepa C. dubliniensis

CD36 (ATCC MYA-646) Cepa silvestre Sullivan et al., 1995
Cepa C. glabrata

CGO01 Aislado Clinico Lab. Micologia Médica

5.2. Reguladores transcripcionales para analisis de expresion génica.

Se estudid la expresion génica de aquellos genes que codifican reguladores
transcripcionales con un rol relevante en el proceso de filamentacién de C. albicans y
en los que no existe evidencia de expresion constitutiva. En la Tabla 2 se consignan
los reguladores seleccionados, su rol y via de transduccion en la que participa, junto

con el gen de referencia utilizado.
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Tabla 2: Reguladores transcripcionales y gen de referencia seleccionados para
este estudio.

Gen Rol Via de transduccién u otra Numero de Acceso
caracteristica GenBank
CPH1 Activador Via MAPKinasa U15152
EFG1 Activador Via proteina kinasa dependiente XM _709104
de AMP ciclico
RIM101 Activador Regulador asociado a estrés por AACQ01000092.1
pH
NRG1 Represor Regulador asociado a TUP1 AF321521
ACT1 Actina Componente del citoesqueleto NW_139430

5.3. Pruebas cuantitativas de filamentacion.

Se determiné la capacidad para filamentar de cada una de las cepas clinicas y

cepas de referencias por los siguientes métodos cuantitativos:

5.3.1. Formacién de tubo germinal: Un in6culo de cada cepa, conteniendo
aproximadamente 1x10° células, fue puesto en contacto con 1mL de plasma
humano y luego se incubé a 37°C hasta 3 horas. Se tomaron alicuotas cada
60 min y se determind el porcentaje de células que han formado tubo

germinativo.

5.3.2. Filamentacion en medios inductores: Se cuantificdé la capacidad de

filamentacion de cada cepa, frente a diferentes medios de cultivo inductores
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5.4.

liquidos de filamentacién. Los medios utilizados fueron: medio YPS [Extracto
de levadura 1%, peptona 2%, sacarosa 2%, agar 1,35%], medio SLAD [YNB
s/A’As y sulfato de amonio 0,17%, glucosa 2%], medio SPIDER [Caldo
nutritivo 1%, Manitol 1%, K:HPO4 0,2% y agar 1,35%], y medio LEE
modificado [(NH4).SO4 0,5%, MgSO, 0,02%, KoHPO4 0,25%, NaCl 0,5%,
Glucosa 0,125%, L-Metionina 0,01% y Biotina 0,0001%]. Para cada medio
se emplearon condiciones especificas de tiempo y temperatura de
incubacion (Gimeno et al., 1992; Liu et al., 1994; Brown et al., 1999; Maidan
et al., 2005). Para ello, cada cepa fue cultivada en medio liquido no inductor
YPD durante toda la noche y posteriormente a partir de estos cultivos se
inocularon 2x10° células en volumen de 50mL de cada medio inductor de
filamentacion (LEE, SLAD, SPIDER, YPS). Los cultivos fueron incubados a
37°C, con agitacion a 150rpm. Se tomaron alicuotas de los cultivos a
diferentes tiempos post induccién (2, 3, 4, 5 y 24 horas) y se procedio a
realizar el conteo de 200 células, observando su morfologia como levadura o
filamento. Se definié6 como filamento a aquel elemento fungico que presentd
una elongacién dos veces el diametro de su célula madre, no se realizd

distincion entre pseudohifa e hifa verdadera.

Analisis de expresion por RT-PCR.

Se escogié una cepa que evidencio alto grado de filamentacién y otra con bajo

grado de filamentacién y se determiné el nivel de expresion génica de los
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reguladores transcripcionales indicados en la Tabla 2. Para ello, se utilizé el método

semicuantitativo de RT-PCR.

5.4.1.

Extraccion total de RNA de levaduras: Para la extraccion de RNA total, se
utilizé el “RNeasy Mini Kit” (Quiagen), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se aislé el RNA de cada cepa, creciendo en medio no inductor de
filamentacion (YPD) y en los medios inductores de filamentacion (YPS y
LEE) en los tiempos en que las cepas presentaron mayor porcentaje de
filamentacién. Se realizo la extraccion de RNA en cada medio a 5x10’
células, Para ello se centrifugé 25 mL de cultivo, luego el precipitado de
células fue lisado mecanicamente con 600uL de perlas de vidrio (0,5mm de
diametro) y 600uL de solucibn amortiguadora RLT, conteniendo (-
mercaptoetanol como agente reductor. Se agitdé enérgicamente con Vortex
por 15min, enfriando cada 1 min en hielo por 30 s. El sobrenadante fue
transferido a un tubo Eppendorf limpio y centrifugado a 13.000 rpm por 2
min, transfiriendo nuevamente el sobrenadante a un tubo Eppendorf limpio.
Se adicion6 1 volumen de etanol al 70% y se homogenizé suavemente con
micropipeta. El homogenizado se transfiri6 una minicolumna de “RNeasy” y
se centrifugd por 15s a 8.000 g, descartando lo recolectado. A la
minicolumna se adiciond6 700uL de solucibn amortiguadora RW1,
centrifugando nuevamente a 8.000 g por 15 s. Se descarto lo recolectado y

se adicion6 500uL de solucion amortiguadora RPE, centrifugando a 8.000g
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5.4.2.

por 15 s. Este paso se repitido por segunda vez pero centrifugando por 2 min

a 8.000g.

Finalmente, se centrifugd por 1 min a 13.000 rpm con el propésito de secar
la minicolumna totalmente. EI RNA contenido en la minicolumna fue eluido
adicionando 40uL de agua libre de RNasa y centrifugando por 1 min a

>8,000g.

Para detectar contaminacidon con DNA gendmico, una alicuota del RNA

aislado fue sometido a una reaccion de PCR para el gen actina (Tabla 3).

La integridad del RNA fue verificada utilizando geles de agarosa 0,7% con
solucion amortiguadora TAE 1X, por electroforesis buscando la presencia de
las bandas correspondientes al RNA ribosomal. La concentracion de RNA se
cuantificé por lectura espectrofotométrica con el equipo Biophometer
(Eppendorf). EI RNA se almacen6 a -80°C hasta su posterior uso en el

analisis de RT-PCR y PCR en tiempo real.

Tratamiento con DNasa |: Las muestras de RNA fueron tratadas con
DNasa | para eliminar completamente la posibilidad de contaminacion con
DNA gendmico. Se utilizé DNasa | (Fermentas), siguiendo las instrucciones

del fabricante. Para ello, se emple6é 1U de DNasa | y 0,1uL de inhibidor de
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5.4.3.

5.4.3.

RNasa por microgramo de RNA y solucion amortiguadora DNasa 1X,

completando un volumen final de 20uL con agua libre de nucleadas.

Reaccion de transcriptasa reversa (RT-PCR): El RT-PCR se realiz6 con el
“kit” comercial “Improm |l Reverse Transcription System” (Promega),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se utilizd6 1ug de
RNA total de cada muestra y 0,5 ug de Oligo(dT)+s, para la sintesis de DNA
complementario (cDNA), en un volumen de 5ulL. La mezcla se incub6 a 70°C
por 5 min y luego fue puesta en frio inmediatamente, con el fin de eliminar
estructuras secundarias. Luego se anadié a la mezcla 15uL de una solucion
conteniendo solucion amortiguadora de Reaccion Improm Il 1x, dNTP a una
concentracion final de 0,5mM, RNAsin 20U, MgCl, a una concentracion final
de 4mM y 1ulL de transcriptasa reversa; completando un volumen final de
20uL. La mezcla se incubé a 25°C por 5min para permitir la union del
Oligo(dT)+s, seguido por 60 min a 42°C para llevar a cabo la sintesis de DNA
complementario (extension). Finalmente la inactivacion de la enzima

transcriptasa reversa se realizé por calor a 70°C por 15 min.

Disefio de partidores para genes especificos: Los partidores para los
genes CPH1, EFG1l, NRG1l y ACT1 fueron disefiados previamente en
nuestro laboratorio (Mora and Hermosilla, 2008), con ayuda del software
PRIMER 3 version 0.4.0 (Rozen and Skaletsky, 2000). Los partidores para el

gen RIM101 fueron disenados en esta Tesis, utilizando el mismo programa.
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Todos los partidores fueron sintetizados por IDT “Integrated DNA

Technologies” (USA).

En la Tabla 3, se indican los partidores, su secuencia, tamafo del amplicon y

temperatura de hibridacion para las reacciones de PCR.

Tabla 3: Partidores para los genes CPH1l, EFG1l, NRG1, RIM101 y ACT1
utilizados en RT-PCR semicuantitativo.

Gen Secuencia partidores Tamaino del Temperatura
5 >3 producto  hijbridacion

(pb) (°C)

CPH1 CPH1-S: AAACCAAGTTGCCTTCAACG 492 60

CPH1-A: GGAAACCCAGAAGCGTCATA

EFG1 EFG1-S: GTATGCCCCAGCAAACAACT 483 60
EFG1-A: TTGGTTGTTGCATTGTCGAT

NRG1 NRG1-S: GAAACCTGGCAGTGGAAAAA 527 60
NRG1-A: GGGAGTTGGCCAGTAAATCA

RIM101 RIM101_S: GGTAACAGTCCCCATTCCT 521 57
RIM101_A : GTCGTCACACAAATGATCG

ACT1 ACT1-S1: AAGCCCAATCCAAAAGAGGT 663 55
ACT1-A: TGGTTTGGTCAATACCAGCA

5.4.4. Reaccion de PCR para genes especificos: Para cada gen (CPH1, EFG1,
RIM101, NRG1 y ACT1l) la reaccibn de PCR contenia solucion
amortiguadora de PCR 1x, MgCl, 2mM, dNTP 0,2mM, Tag DNA polimerasa

5U y los partidores correspondientes para cada gen a 0,2uM final. Se utilizé

1uL del cDNA (50ng/uL, aproximadamente) y se completé un volumen final

32



5.4.5.

de 20uL con agua libre de nucleasas. El programa de amplificacion consistio
en un ciclo inicial de denaturacion a 95°C por 3 min, seguido de 40 ciclos de
denaturacién a 92°C por 1 min, temperatura de hibridacion 56°C, por 2 min y
una extensiéon a 72°C por 2 min; terminando la reaccion con una extension
final de 72°C por 10 min. Al cabo de cada 5 ciclos se procedié a sacar un
tubo de reaccion para determinar los ciclos éptimos de amplificacion, con el
fin de establecer la zona de amplificacion exponencial, donde la cantidad de

producto es directamente proporcional a la cantidad inicial de cDNA.

Las PCR se realizaron en un termociclador Eppendorf MasterCycler®. El
tamano molecular de los productos de amplificacion fue determinado por
electroforesis en geles de agarosa 1%, en buffer TAE 1X, con bromuro de
etidio 0,5 ug/mL, utilizando como estandar de tamafio molecular DNA
Ladder 100 pb (Gibco, BRL). La electroforesis se realiz6 a 70 Volts por 1 h.
Los geles fueron visualizados en un transluminador UV Vieber Lourmat y
fueron registrados digitalmente con el sistema EDAS 290 de Kodak,

utilizando el programa 1d v3.6 (Kodak).

Normalizacién y procesamiento de datos: Para cada gel la intensidad de
cada amplicon fue transformada a densidad Optica utilizando el programa
KODAK 1D, de acuerdo a la formula DO = -log1o[(255-valor del pixel sin
procesar)/255]. Posteriormente, las densidades opticas de los mRNA de

cada gen fueron normalizadas contra el mRNA de actina. Finalmente, se
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determind cuantas veces cambid la expresion transcripcional de cada gen en
los medios inductores en relacién a su expresion en el medio no-inductor

YPD.

5.5. Confirmacién por PCR en tiempo real.

Aquellos genes que mostraron una expresion diferencial entre cepas clinicas
de C. albicans, con diferentes grados de filamentacion, fueron analizados por el
método cuantitativo AACT de PCR en tiempo real (Livak and Schmittgen, 2001). Para
ello se disefaron partidores adecuados con el programa AmplifX 1.5.4 (Jullien,
2007). Los niveles de expresion geénica fueron normalizados contra los niveles de

expresion del gen constitutivo ACTL1.

El PCR en tiempo real fue realizado utilizando “Maxima Sybr Green gPCR
Master Mix” (Fermentas). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en capilares de
vidrio (Roche) y contenian 10uL de “Maximix” (2x) para el gen de ACT1 y 12,5uL
para EFG1 y NRG1, 2,0uL de partidores (5uM), 2,0uL de cDNA y agua libre de

nucleasas, en un volumen final de 20uL.

El programa de amplificacién consistié en un ciclo inicial de denaturacion de
10 min a 95°C seguido de un programa de PCR de 40 ciclos: denaturaciéon 95°C por
10s hibridacién a 55°C por 10s y extension a 72°C por 15s. Por ultimo, para

visualizar la amplificacion de productos inespecificos, se utilizé un programa de
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‘melting” que consistié en 95°C a 0s, 70°C por 10s y 95°C a 0s. Los datos fueron

analizados con ayuda del programa “Light Cycler 4.0” de Roche.

Tabla 4: Partidores para los genes EFG1, NRG1 y ACT1 para PCR en tiempo real.

Gen Secuencia partidores' Tamano del Temp. (°C)
producto  hibridacién
(pb)
EEG1 EFG1 F1:CAGGTCAACAGACTGGACAGA 172 55,4

EFG1 R1:AATGCTGAGGTTGTGGCTGTGAC

NRG1 NRG1 F1: GATTTACTGGCCAACTCCCTTGCT 177 55,5
NRG1 R1: ACATGTTGGCCATGGACATTGGTG

ACT1 ACT F2: TGATTGATCTGTCGGCAGTGGT 248 54.9
ACT R2: TGTGTGCACTGAGCGTCGAAAA

" Partidores disefiados en esta Tesis
5.6. Eficiencia de Amplificacion de PCR.

La eficiencia de cada par de partidores fue estimada utilizando la pendiente de
una curva de regresion lineal. Esta curva fue construida utilizando distintas
concentraciones de cDNA y graficamente representada como el Ct vs el Log [cDNA].
Se realizaron diluciones de cDNA de 10° a 10® y la eficiencia se calculé con la

siguiente férmula:

E= (1 0-1/Pendiente _ 1) x 100
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Una pendiente de -3,32 indica una reaccion de PCR con 100% de eficiencia.
El coeficiente de correlacién (R) indica cuanto se acercan los puntos obtenidos a la

mejor recta, un valor R cercano a 1 indica una correlacién aceptable.

5.7. Validacién de los Experimentos.

La validacion de los experimentos se realizd segun la guia de Applied
Biosystem (2008) Para determinar si los calculos del AACt son validos, la eficiencia
de amplificacion del gen blanco y la eficiencia de amplificacion del gen de referencia
deben ser aproximadamente iguales. Para los ensayos de validacion de realizaron
PCRs en tiempo real para el gen blanco y para el gen de referencia utilizando
diluciones de cDNA de 10 a 10®. Los calculos del ACt (Ct blanco - Ct referencia)
fueron utilizados para construir una curva de regresion lineal graficando los valores
ACt vs Log [cDNA]. Los experimentos con una pendiente < 0,1 fueron considerados

validos.

5.8. Meétodos estadisticos.

Para determinar si existen diferencias significativas en el grado de

filamentacion, entre cada una de las cepas clinicas y la cepa de referencia (SC5314),

se aplicé un analisis estadistico por medio del Test de ANOVA de dos vias.
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6. RESULTADOS

6.1. Reidentificacién de cepas.

Las cepas en estudio fueron reidentificadas con el fin de corroborar la especie
C. albicans. En la Figura 2, se muestra el resultado del cultivo en
CHROMagar-Candida (CHROMagar Microbiology). Todas las cepas analizadas
fueron de color verde en este medio, lo que confirma la especie C. albicans. Ademas,

todas ellas generaron tubos germinativos y dieron origen a clamidoconidios en

microcultivo.

Figura2: Confirmacion de las cepas clinicas de C. albicans mediante
CHROMagar-Candida. A) C. albicans SC5314, C. dubliniensis CD36, C. albicans
CVV3 y CVV5. B) C. albicans CVV9, CVV2, CVV29 y PA13-1. C) C. albicans
PM31-2, PB17-1, PC28-1 y PA30-1

6.2. Filamentaciéon en medios inductores.

Para escoger una cepa con alto y bajo grado de filamentacidon

respectivamente, se midieron los niveles de filamentacion de las cepas en estudio en
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los medios inductores LEE, SPIDER, SLAD e YPS. En la Figura 3, se muestra la

capacidad de filamentacion de cada cepa, frente a diferentes medios de cultivo. Los

mayores porcentajes de filamentacion se dieron a las 2 h después de la exposicidén a

los medios LEE y SPIDER, mientras que fue de 3 h en los medios SLAD e YPS.
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Figura 3: Filamentacion de cepas clinicas C.

YPS
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albicans en medios inductores. Las

barras rojas representan la cepa de referencia SC5314, las barras azules y verdes
representan las cepas con alta y baja filamentacion escogidas para su posterior
estudio. Las barras de error representan la desviacion estandar (SD).

Las cepas clinicas de C. albicans presentaron diferentes grados de

filamentacion en los diferentes medios inductores. En el medio SLAD las cepas de

Candida sp. tuvieron una bajo porcentaje de filamentacion, observandose en todos
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los casos pseudohifas y levaduras multigemantes, excepto en C. glabrata donde se
observé soélo levaduras. Por tal motivo este medio no fue considerado en los

experimentos posteriores.

Se observaron variaciones en los grados de filamentacion dependiendo del
medio inductor utilizado, sin embargo el medio LEE permiti6 observar mejor las
diferencias entre las cepas. En la Tabla 5, se muestra la categorizacion de las cepas
de acuerdo a su capacidad para filamentar de la siguiente forma: cepas de
filamentacion baja, con un porcentaje de filamentacion <30%; cepas de
filamentacion intermedia, con un porcentaje de filamentaciéon entre =230 y <65%; y

cepas de filamentacion alta, con una filamentaciéon = 65%.

Distintas cepas mostraron un comportamiento diferente segun el medio de
induccion, por ejemplo la cepa PM13-1 en el medio SPIDER se comporté como una
cepa altamente filamentadora, pero en medio YPS, en el mismo periodo de tiempo,

presento un bajo nivel de filamentacion, 10,4%, (Figura 2 y Tabla 5).

La cepa CVV22 se destac6 como una cepa de filamentacién baja en los
medios LEE, YPS y SLAD (< 30% a las 2 o 3 h, dependiendo del medio); mientras
que CVV5 presentd altos porcentajes de filamentacion en los medios LEE, YPS vy
SPIDER (> 65% a las 2 o 3 h, dependiendo del medio), correspondiendo a una cepa
altamente filamentadora. Por tal motivo, se escogieron ambas cepas por representar
extremos en la capacidad de filamentaciéon, con el fin de medir los niveles de

transcripciéon de los genes reguladores CPH1, EFG1, NRG1, RIM101 y ACT1.
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Tabla 5: Clasificacion de cepas de C. albicans segun su filamentacion en medios

inductores.
Medios Filamentacién Baja Filamentacién Intermedia Filamentacion Alta
(% de filamentacion) (% de filamentacion) (% de filamentacion)
LEE PM31-2  (8,5%) PM13-1 (56,5%) CVVs (87,4%)
PA30-1 (6,1%) CVvVv9 (561,3%) Cvv3 (85,6%)
Cvv22 (4,2%) Cvv29 (32,3%) SC5314  (83,6%)
PC28-1  (83,3%)
PB17-1  (80,3%)
SPIDER Cvv29 (25,4%) Cvve (47,1%) PM13-1  (95,8%)
PA30-1 (24,6%) CVvvs (90,9%)
PM31-2  (16,2%) PC28-1  (90,4%)
Cvv3 (75,8%)
PB17-1  (73,6%)
SC5314  (70,3%)
Cvv22  (68,3%)
8C5314  (29,1%) PM31-2 (32,3%) CVV5 (66,8%)
Cvv29 (24,3%)
YPS PC28-1 (17,2%)
PB17-1 (14,1%)
PA30-1 (13,8%)
CVV3 (13,7%)
CVv9 (13,5%)
PM13-1  (10,4%)
Cvv22 (6,9%)
PM31-2  (19,3%)
CVVv5 (6,8%)
SLAD PA30-1 (5,8%)
PC28-1 (4,3%)
PB17-1 (3,7%)
CVV9 (3,7%)
CVVv3 (3,3%)
SC5314  (3,1%)
Cvv22 (2,8%)
PM13-1  (2,5%)
Cvv29 (2,0%)
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6.3. Analisis de expresion por RT-PCR semicuantitativo.

Para medir los niveles de transcritos de los genes CPH1, EFG1, RIM101 y
NRG1 en las cepas SC5314 y las cepas clinicas CVV22 y CVV5, bajo diferentes
estimulos de filamentacidn, se extrajo RNA en los tiempos de mayor porcentaje de

filamentacion.

En la Figura 4, se muestra una foto de un gel representativo con RNA extraido
desde C. albicans, en ella se puede apreciar la aparicion de las bandas de RNA

ribosomales, indicadores de calidad e integridad del producto obtenido.

<+ gDNA

< 'RNA 28S
< rRNA 188

Figura 4: Extraccion de RNA en medio LEE de las cepas SC5314, CVV5 y CVV22
de C. albicans. Carril 1, marcador de tamano molecular Lambda Hindlll. Carriles 2,
RNA de SC5314; carriles 3y 4, RNA de CVV5; carriles 5 y 6, RNA de CVV22.
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Una vez tratados los RNA con DNasa y obtenidos los cDNA se determind los
ciclos en donde la PCR de cada gen se encontrara en la fase exponencial y no en
fase de saturacion. En la Tabla 6, se muestran los resultados obtenidos para los
genes CPH1, EFG1, RIM101, NRG1 y ACT1 en la cepa de referencia SC5314 en los
diferentes medios en estudio. Estos resultados fueron extrapolados a las cepas
clinicas. La Figura 5 es una foto representativa de los ciclos utilizados para el

analisis.

Tabla 6: Ciclos 6ptimos de PCR de los distintos genes en la cepa SC5314.

Medios
Gen YPD LEE YPS
ACT1 25 25 25
CPH1 30 30 30
EFG1 25 25 25
NRG1 25 25 25
RIM101 25 25 25
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Figura 5:  Electroforesis en gel de agarosa para determinar el ciclo 6ptimo de PCR
para el gen NRG1 en la cepa SC5314. Carril 1, marcador de tamano molecular
Lambda Hind Ill; carriles 2 a 8, ciclos 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40, respectivamente;
carril 9, control negativo; carril 10, control positivo.

El analisis de los niveles de transcritos para CPH1 revelé un comportamiento
similar en todas las cepas y condiciones. En los medios inductores CPH1 tuvo
pequenas variaciones que no fueron significativas, segun el test de ANOVA de dos
vias (Figura 6A), tampoco se observaron cambios relevantes (unidades arbitrarias de
2 veces de cambio) de este gen en los medios inductores con respecto al medio no

inductor YPD (Figura 6B).
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Figura 6: Analisis de RT-PCR semicuantitativo de las cepas de C. albicans SC5314,
CVVS5 y CVV22. A) Analisis de RT-PCR de mRNA de CPH1 y EFG1 en medio
no-inductor de filamentacion (YPD) y medios inductores de filamentacion (LEE e
YPS). Los valores son expresados como la mediatSD en unidades de densidad
optica arbitraria, normalizada contra mRNA de actina. B) Veces de cambio del nivel
de expresion transcripcional de los genes CPH1 y EFGI, relativo al medio
no-inductor YPD. ** indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,01). Los
numeros consignados sobre las barras corresponden al porcentaje de filamentacién
de cada cepa.

Con respecto a EFG1, aunque no se observaron cambios relevantes de este
gen respecto al medio no inductor (Figura 6B), se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre los niveles de EFG1 en la cepa CVV22 con
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respecto a SC5314, en el medio YPS, con un p<0,01. En este medio los niveles de
EFG1 en la cepa SC5314 y CVV5 se corresponden con los niveles de filamentacion
observados 29,9% y 66,8%, respectivamente pero en la cepa CVV22 los altos
niveles de EFG1 no se corresponden con los niveles de filamentacién (6,9%) en esta

cepa (Ver Figura 6A).

Con respecto al gen NRG1, en medio YPS no se observaron cambios
significativos entre ninguna de las cepas (Figura 7A). Sin embargo, en la cepa CVV5
hay un cambio significativo (reduccién de 2,4 veces) lo cual se corresponde con su
grado de filamentacién en este medio (66,9%), mientras que en SC5314 (29,1% de
filamentacion) y CVV22 (6,9% de filamentacién), NRG1 disminuye de forma no
significativa 1,2 veces y 1,6 veces, respectivamente (Figura 7B). En SC5314 la
expresion de NRG1 disminuye casi 5 veces en LEE, respecto a YPD, mientras que

en CVV5 se redujo solo 1,6 veces (Figura 7B).

Los resultados con RIM101 no mostraron diferencias en los niveles de mRNA,
ni cambio significativos de expresion entre ninguna de las cepas, para las

condiciones ensayadas.

A la luz de estos resultados se decidio analizar por medio de PCR en tiempo

real la expresion transcripcional de los genes EFG1 y NRGL1 en las cepas SC5314,

CVV5y CVV22 en los medios no inductor YPD y los medios inductores LEE e YPS.
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Figura 7: Analisis de RT-PCR semicuantitativo de las cepas de C. albicans SC5314,
CVV5 y CVYV22. A) Andlisis de RT-PCR de mRNA de NRG1 y RIM101 en medio
no-inductor de filamentacion (YPD) y medios inductores de filamentacion (LEE e
YPS). Los valores son expresados como la mediatSD en unidades de densidad
optica arbitraria, normalizada contra mRNA de actina. B) Veces de cambio del nivel
de expresion transcripcional de los genes NRG1 y RIM101, relativo al medio
no-inductor YPD. ** Indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.01). Los
numeros consignados sobre las barras corresponden al porcentaje de filamentacién
de cada cepa.
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6.4. Analisis de expresion por PCR en tiempo real.

6.4.1. Eficiencia de amplificacion y especificidad de los partidores.

Las reacciones de PCR para cada partidor fueron optimizadas hasta obtener

eficiencias cercanas al 100%, en la Tabla 7, se muestran las eficiencias y el

coeficiente de correlaciéon (R) obtenidas para ACT1, EFG1 y NRG1

Tabla 7: Eficiencia de partidores utilizados en PCR tiempo real.

Partidores Eficiencia R

ACT1 F2-R2 100,63 0,99
EFG1 F1-R1 99,75 1,00
NRG1 F1-R1 101,35 1,00

R: coeficiente de correlacion

La especificidad de los partidores fue determinada por curvas de “melting”.
Para cada gen (ACT1, EFG1 y NRG1), se observd un solo pico de fluorescencia, lo
que sugiere la presencia de un solo amplicon y por lo tanto la especificidad de los

partidores (Figura 8).

e

Figura 8: Curvas de “melting” de PCR en tiempo real a partir del cDNA de los genes
A) ACT1, B) EFG1, C) NRGL1.

47



6.4.2. Validacioén de los experimentos por PCR en tiempo real.

El resultado de los ensayos de validacion del método AACt se muestra en la
Figura 9 en donde el valor absoluto de la pendiente ACt vs log de la concentracion de
MRNA debe ser <0,1. Los resultados para el experimento de EFG1 y NRG1 fueron

0,053 y 0,0805 respectivamente, considerandose validos.

Experimento de Validacién de EFG1 Experimento de Validacion de NRG1
e 04 -
3,00 - ¢y 4
W ProndsticoparaY B Prondstico paraY
. . 4 03
Lineal (Pronéstico para Y) 2,50 —— Lineal (Prondstico para Y)
02
2,00
¢}
5 -
¢ ¢ 150 4 £ 3
» < Q
(=]
| : : | ¢ : 0
¢ 1,00 - 700 600 400 300 200 100 0,00
¢+
0,1 -
y =-0,053x + 1,399 0,50 -
0,2
‘ ‘ ' ‘ - ‘ om0 y=00805x +0,3585 4
700 600 500 400 300 200  -1,00 0,00 03
Log input Log Input ’

Figura 9: Experimento de validacion de PCR en tiempo real. A) Experimento de
validacion de EFG1 B) Experimento de validacion de NRG1. Pendiente <1 se
consideran validos
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6.4.3. Analisis de los genes EFG1 y NRG1 por PCR en tiempo real.

Para EFG1, el PCR en tiempo real mostré una disminucion relevante de su
expresion en la cepa CVV5 y un aumento en la cepa de C. dubliniensis CD36 en el
medio LEE, respecto al medio no inductor YPD. Por otro lado, en YPS los niveles de
EFGL1 no tuvieron cambios relevantes en ninguna de las cepas de C. albicans, pero
en la cepa CD36 se puede observar un aumento relevante de 6,1 veces (ver Figura
10A). En este medio, la expresion de EFG1 en CD36 mostré diferencias
estadisticamente significativas con las cepas de SC5314, CVV5 y CVV22. Para la
cepa de referencia CD36 de C. dubliniensis no existen reportes acerca del grado de

filamentacion, ni de la expresion de EFG1 en el medio inductor YPS.

Con respecto a NRG1, en el medio LEE las cepas que presentaron altos
niveles de filamentacién SC5314 (83,6%) y CVV5 (87,4%) no presentaron cambios
en los niveles de este transcrito. Por otro lado, la cepa poco filamentadora CVV22
(4,2%) presentd un aumento relevante de NRG1 de 4,9 veces. El alto nivel de
expresion de NRGL1 en la cepa CVV22 fue significativamente diferente con las cepas
SC5314, CVV5 y CD36 (Figura 10B). En la cepa de referencia CD36, no hubo
cambios en los niveles de NRG1, lo que concuerda con lo reportado por (Moran et
al., 2007). Por otro lado, en las cepas SC5314 y CVV5 el nivel de NRG1 no se
observaron cambios, mientras que ambas cepas exhibieron altos niveles de

filamentacion en LEE (83,6% y 87,4%, respectivamente).
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Figura 10: Analisis de los genes EFG1ly NRGL1 de cepas de C. albicans SC5314,
CVV5, CVV22 y CD 36 (C. dubliniensis) por PCR en tiempo real. A) Los valores
representan las veces de cambio del nivel de expresion transcripcional de los genes
EFG1 y B) NRG1 relativo al medio no-inductor YPD. Las lineas rojas horizontales
representan 2 veces de cambios considerados arbitrariamente como cambios
relevantes. El rango de veces de cambio esta representado como barras de error. *
indica diferencias estadisticamente significativas con p<0,05. ** indica diferencias
estadisticamente significativas con p<0,01. Los numeros consignados sobre las
barras corresponden al porcentaje de filamentacién de cada cepa.

En el medio YPS los resultados muestran una disminucién importante en los
niveles de NRG1 (3,3 veces) en las cepas SC5314 y CVV5 y un aumento
significativo en las cepas CVV22 (4,2 veces) y CD36 (3,6 veces). Asi mismo, se
pueden observar diferencias estadisticamente significativas entre las cepas que
presentaron mayor porcentaje de filamentacion SC5314 y CVVS5 (29,1% y 66,8%,

respectivamente) y las cepas de baja filamentacién CVV22 (6,9%) y CD36.
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En la Tabla 8 se resumen los resultados del analisis de expresién de EFG1 y
NRGL1 en las cepas SC5314, CVV5 y CVV22, en los medios LEE e YPS, por el

método de RT-PCR semicuantitativo y PCR en tiempo real.

Tabla 8: Resumen del analisis de expresiéon de EFG1l y NRG1 por RT-PCR
semicuantitativo y PCR en tiempo real en las cepas SC5314, CVV5y CVV22.

Medio LEE
Cepa Filamentacion Genes RT-PCR PCR en
(%) tiempo real
SC5314 83,6 EFG1 - -
NRG1 1(4,7x) -
CVvVv5 87,4 EFG1 - 1(3,3x%)
NRG1 - -
Cvv22 4,2 EFG1 - -
NRG1 - 1(4,9x)
Medio YPS
Cepa Filamentacion Genes RT-PCR PCR en
(%) tiempo real
SC5314 29,9 EFG1 - -
NRG1 - 1(3,3x%)
CVvv5 66,8 EFG1 - 1(2,5x)
NRG1 1(2,4x) 1(3,3%)
Cvv22 6,9 EFG1 - -
NRG1 - 1(4,2x)

- No cambio en la expresion, | disminuciéon de la expresion,
1 aumento de la expresién
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7. DISCUSION

7.1. Diferencias de la filamentacion en diferentes medios Inductores.

Los medios inductores utilizados en este estudio fueron LEE, YPS, SLAD y
SPIDER, los cuales permitieron observar distintos grados de filamentacién en cepas
clinicas de C. albicans (Figura 3). Cada cepa analizada exhibi6 diferentes grados de
filamentacion de acuerdo al medio utilizado, por ejemplo la cepa CVV22 mostré un
4,2% de filamentacién en LEE, mientras que en SPIDER filamenté en un 68,2%
(Figura 3). Las diferencias de filamentacion en estos medios probablemente
responden a los distintos componentes presentes en cada uno de ellos. LEE es un
medio sintético en el que los aminoacidos prolina y metionina parecen ser los
inductores de filamentacién (Maidan et al., 2005). Sin embargo, el medio LEE
utilizado en esta Tesis solo contiene como unico aminoacido a metionina (ver
Materiales y Métodos, seccion 5.3.2). En el medio SPIDER no es claro cual o cuales
son los inductores, por un lado se propone que podria ser la deprivacién de una
buena fuente de carbono y nitrégeno, sin embargo, cuando se suplementa este
medio con sales de amonio no se reduce la filamentacion, lo que sugiere que la baja
disponibilidad de nitrégeno no es el inductor (Ernst, 2000). Ademas, otros
investigadores sugieren que la presencia del manitol en SPIDER es el inductor
(Maidan et al., 2005). Por otro lado, el medio YPS difiere del medio no inductor YPD
solo en la fuente de carbono, por lo que el probable inductor podria ser la sacarosa.
La ausencia de glucosa en YPS no basta para inducir la formacion de filamentos,
dado que en medio YPG (conteniendo glicerol como fuente de carbono en lugar de

glucosa) C. albicans no es capaz filamentar (Gow et al., 1995). Finalmente, el medio
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SLAD induciria la filamentacioén por una baja concentracion de nitrégeno (Biswas and

Morschhauser, 2005; Maidan et al., 2005).

Por otra parte, estos medios inductores pueden activar diferentes vias de
transducciéon de senales relacionadas con la morfogénesis. Por ejemplo, los medios
LEE y SPIDER inducen la filamentacion a través de las vias de transduccién
MAPKinasa y cAMP-PKA (Kohler and Fink, 1996; Bockmuhl and Ernst, 2001). En
LEE, la metionina activaria fuertemente la via cAMP-PKA, utilizando el receptor
Gpr1, acoplado a proteina G (Maidan et al., 2005; Cottier and Muhlschlegel, 2009).
Mientras que en SLAD, la baja concentracién de nitrdgeno activaria al transceptor
Mep2 y puede participar en la activacién de la via cAMP-PKA y MAPKinasa (Biswas

and Morschhauser, 2005).

En las cepas clinicas analizadas de C. albicans cada uno de estos estimulos
favorecieron el desarrollo de filamentos en mayor o menor medida, permitiendo su
clasificacion en tres categorias, cepas de filamentacion baja, intermedia y alta (Tabla
5). Los medios que indujeron fuertemente la filamentacion fueron LEE y SPIDER. Sin
embargo, en el medio SPIDER la filamentacion fue pleomdérfica, observandose una
gran variedad de morfologias en los filamentos, lo que sugiere una regulacién de la
filamentacion mas compleja de analizar. El medio SLAD no indujo notablemente la
filamentacion en ninguna de las cepas. Este medio en sdélido se reporta como un
buen inductor (Maidan et al., 2005), pero en esta Tesis fue utilizado en fase liquida lo

que podria explicar estos resultados.
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De acuerdo a estos resultados, se decidié analizar el comportamiento de las
cepas clinicas solo en los medios LEE e YPS. Para ambos medios, la cepa CVV22
se comportd como una cepa con baja capacidad para filamentar, mientras que la

cepa CVV5 fue altamente filamentadora (Figura 3, Tabla 5).

7.2. Expresion de reguladores transcripcionales en cepas de alto y bajo

grado de filamentacién por RT-PCR semicuantitativo.

El analisis de genes reguladores de la filamentacion CPH1, EFG1, NRG1, y
RIM101 por PCR-Transcriptasa Reversa semicuantitativo permiti6 realizar un
tamizaje de los posibles genes implicados en determinar las diferencias en los

grados de filamentacion entre las cepas CVV5y CVV22.

CPH1, asociado a la via de transduccion MAPKinasa (Liu et al., 1994) y
RIM101, asociado a la via de transduccion en respuesta al pH (Ramon et al., 1999;
Davis et al., 2000b), no mostraron cambios en su nivel de expresion estadisticamente
significativos (Figura 6A y 7A), ni diferencias relevantes en las veces de cambios
(cambio del nivel de expresion > 2) en los medios LEE e YPS (Figura 6B y 7B). Dado
que el medio LEE estimula la via de transduccion MAPKinasa, era esperable
cambios en los niveles de expresidon transcripcional de CPH1. Experimentos con
mutantes Acphl/Acphl demostraron que este regulador es importante para la

filamentacion sélo en medio LEE sdlido y no en medio LEE liquido (Liu et al., 1994),
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lo cual explicaria el comportamiento de CPH1 en las cepas clinicas CVV22, CVV5y

SC5314 en esta Tesis.

Por otro lado, RIM101 se comporté de acuerdo a lo esperado, dado que esta
descrito que su producto es importante para la respuesta de filamentacién frente a
cambios de pH, particularmente en pH alcalino (Davis et al., 2000b). Mientras que los

medios LEE e YPS tienen un pH de 7,04 y 6,56, respectivamente.

Estos resultados permiten proponer que CPH1 y RIM101 no estan implicados
en las diferencias observadas en la capacidad de filamentacion de las cepas CVV22
y CVV5 en los medios YPS y LEE, al menos por regulacién transcripcional. Sin
embargo, no se puede descartar la regulacion traduccional y/o post-traduccional de
estos reguladores transcripcionales. Por ejemplo, Cph1 debe ser activado por
fosforilacion (Liu et al., 1994; Kohler and Fink, 1996; Leberer et al., 1996), mientras
que Rim101 debe experimentar protedlisis para activarse (Xu and Mitchell, 2001; Li

et al., 2004; Xu et al., 2004).

Es interesante mencionar que resultados similares han sido obtenidos con
otros medios inductores, como YPD-50% de suero de ternero, en los que los niveles
de transcritos de CPH1 y RIM101, determinado por PCR en tiempo real, no sufren

una variacion significativa, (Bassilana et al., 2005).

El gen EFG1, asociado a la via de transduccion cAMP-PKA, so6lo mostrd

diferencias estadisticamente significativas en los niveles del transcrito entre la cepa
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de referencia SC5314 y CVV22 en el medio YPS (Figura 6A). Mientras que no se
observan diferencias estadisticamente significativas en las veces de cambio en LEE
e YPS (Figura 6B). Considerando que EFG1l es un regulador mayor de la
filamentacion (Noffz et al.,, 2008) y dado su comportamiento en YPS en SC5314 y

CVV22, se decidi6é analizar su expresion mediante PCR en tiempo real.

Por otra parte, NRG1 no mostré diferencias estadisticamente significativas en
los niveles de transcritos ni en las veces de cambio, pero se pudo apreciar una
reduccion relevante de mas de cuatro veces en la cepa de referencia SC5314 en el
medio LEE, mientras que en la cepa CVV5 se redujo mas de dos veces en el medio
YPS. La cepa CVV22 (cepa de filamentacion baja) mantuvo los niveles de NRG1 sin
cambio relevante en todas las condiciones ensayadas. Considerando los reportes de
Moran et al., (2007), donde se observo una correlacion entre los niveles de expresion
transcripcional de NRGL1 y los grados filamentacion de C. albicans y C. dubliniensis,
los cambios observados en la cepa SC5314 en LEE y CVV5 en YPS en esta Tesis,

fueron confirmados mediante un analisis de PCR en tiempo real.

7.3. Expresion de EFG1 y NRG1 en cepas de alto y bajo grado de

filamentacion por PCR en tiempo real.

El analisis por PCR en tiempo real de EFG1 en las cepas clinicas de C.
albicas no revelé cambios a nivel transcripcional a las dos horas post-induccion en
los medio LEE e YPS (Figura 10A). Estos resultados son acordes con los reportes de

Stoldt et al., (1997) y Tebarth et al., (2003), donde se registré una disminucion de los

56



niveles de transcritos al momento de la aparicién de las hifas, incrementandose a los
30 min y 60 min post-induccién. Esta regulacion seria necesaria para permitir el
desarrollo normal de las hifas, ya que al parecer EFG1 es requerido so6lo en los

estadios tempranos de la formacion de hifas (Stoldt et al., 1997; Tebarth et al., 2003).

De acuerdo a lo anterior, en la cepa CVV5, la reduccion de EFGL1 de 3,3 veces
en el medio LEE, favoreceria la aparicion de hifas, lo cual concuerda con el grado de
filamentacion observado en esta cepa (87,4%). Sin embargo, esto no ocurre con la
cepa SC5314, en donde EFG1 no sufre cambios relevantes y exhibe un 83,6% de
filamentacion. Tebarth et al., (2003) han propuesto que la autorregulaciéon negativa
que experimenta EFG1 es necesaria para permitir la elongaciéon de las hifas, ya que
en experimentos de sobreexpresion de EFG1 se observa un desarrollo anormal de
hifas, por lo que estos autores concluyen que si no se reducen los niveles de Efg1,
éste interferiria con la elongacion normal de la hifa. Una vez iniciada la formacién de
la hifa, el nivel transcripcional de EFG1 comienza a incrementar, lo cual ha sido
atribuido a la aparicion de nuevas levaduras durante la induccion (Tebarth et al.,
2003). Alternativamente a esta explicacidon, los recientes hallazgos de genes
involucrados en la formacion del tubo germinativo y elongacion de hifas, bajo la
regulacién de Efg1, como EED1 (Martin et al., 2011) y UMEG6 (Zeidler et al., 2009)

podrian requerir el incremento de EFG1 para ser activados y ejercer su funcién.

Efg1 es un regulador maestro que no sélo esta implicado en el cambio
morfogenético sino que también en el cambio y mantencion del tipo celular

White-Opaque, regulacion de genes de pared celular, adhesion, virulencia y
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respuesta frente a citoquinas del hospedero (Sonneborn et al., 1999b; Korting et al.,
2003; Li and Palecek, 2003; Sohn et al., 2003; Zordan et al., 2007). Genes que se
encuentran regulados por este factor transcripcional o que interactuen con él, podrian
estar enmascarando su rol en las diferencias observadas en las cepas clinicas de C.
albicans, comportandose como genes epistaticos. Uno de estos genes,
recientemente descrito, podria ser EED1, el cual es expresado en pacientes con
candidiasis oral activa. EED1 presenta un rol esencial en la extensiéon del tubo
germinativo y mutantes Aefgl/Aefgl presentan una reduccidén de los transcritos de
EEDL. La sobreexpresion de EED1 en Aefgl/Aefgl restaura parcialmente el defecto

de la filamentacién de la mutante (Martin et al., 2011).

Por otro lado, el factor transcripcional UMEG (Banerjee et al., 2008) ha sido
asociado con la extension de la hifa y la formacion del tubo germinal. Mutaciones en
este gen presentan un defecto en la extension de las hifas, (Banerjee et al., 2008;
Zeidler et al., 2009; Carlisle and Kadosh, 2010) y al parecer se encuentra regulado
por Eed1 (Martin et al.,, 2011). Un estudio de UME®6 revelé que contribuye a las
diferencias de filamentacion entre C. albicans y C. dubliniensis (O'Connor et al.,

2010).

Tanto Ume6 como Eed1 estarian rio abajo de Efg1 y probablemente
representan factores comunes a otras vias de transduccion de sefales. Con estos
antecedentes EED1 y UME6 son buenos candidatos para explicar diferencias de

filamentacion en cepas clinicas de C. albicans.
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Con respecto a NRG1 en el medio LEE, las cepas que presentaron mayor
porcentaje de filamentacion SC5314 (83,6%) y CVV5 (87,4%) no mostraron cambios
en los niveles de transcritos (Figura 10B); este resultado difiere de los reportes de
Moran et al (2007) y Braun et al (2001), en donde el comportamiento de NRG1 en la
cepa de referencia SC5314, bajo induccién con YPD-10% suero y co-cultivo con
macrofagos, disminuyo rapidamente su expresion a niveles cercanos al 15% (60 min)
y se mantuvo asi hasta por 5 horas. Sin embargo, en el medio SPIDER esto no
ocurre y los niveles de NRG1 se mantienen constantes (Braun et al., 2001). Las
posibles causas referidas por los investigadores para explicar este comportamiento
de NRGL1 en SPIDER fue que en este medio no se encuentra el 100% de las células
filamentando, por lo que aquellas levaduras libres podrian enmascarar la reducciéon
de NRG1. Sin embargo, nuestros resultados no podrian ser explicados de esta
manera ya que en el medio LEE s6lo el 24% y el 27% de las células no estarian
formando filamentos (SC5314 y CVV5, respectivamente) y ademas no se observd
una disminucién de NRG1; mientras que en el medio YPS, donde se encuentra un
mayor porcentaje de células como levaduras, 33% (SC5314) y 70% (CVV5), se
observa una reduccién de 3,3 veces los niveles de NRG1. Lo anterior sugiere que
NRG1 en LEE no estaria cumpliendo un rol importante para determinar el grado de

filamentacion de las cepas en estudio y serian otros los componentes implicados.

Por otra parte, la observacion microscopica de la filamentacion en las cepas
SC5314 y CVV5 en LEE, mostré la presencia de pseudohifas mas que hifas
verdaderas, con lo que alternativamente se podria suponer que NRG1 estaria

reprimiendo la aparicion de hifas pero no seria capaz de reprimir la formacion de
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pseudohifas, esto basado en los reportes de Cleary y Saville., (2010) donde la
sobreexpresion de NRG1 no fue capaz de reprimir la formacion de pseudohifas en el
medio SLAD, sugiriendo una fina diferencia en la regulacion de hifas verdaderas y

pseudohifas (Cleary and Saville, 2010).

El conocimiento que se tiene de la regulacion de formacion de pseudohifas es
reducido, pero llama la atencion que ciertas mutantes presenten fenotipos distintos
dependiendo del medio en el que se cultiven. Mutantes de NRG1 en YPD-25°C
presentan un fenotipo filamentoso del tipo pseudohifas, mientras que frente a la
induccion con suero a 37°C exhiben un fenotipo filamentoso en el que predominan
hifas verdaderas (Murad et al., 2001). Por otro lado, mutantes de EFG1 y cepas que
sobreexpresan este regulador, resultan en la formacion de pseudohifas (Stoldt et al.,
1997; Tebarth et al.,, 2003). Estos antecedentes sugieren que hay elementos que
convergen en la formacion de estos dos tipos de filamentos, pero también presentan
diferencias en su regulacion. El estudio de otros componentes que participen
especificamente en la formacion de pseudohifas podria aportar conocimiento sobre
los resultados observados en las cepas SC5314 y CVV5 en el medio LEE, donde los
niveles de NRG1 no presentaron cambios. Uno de estos componentes podria ser la
proteina represora Rfg1, a la que recientemente se atribuy6 la funcion de propiciar y
participar en el desarrollo de pseudohifas. Experimentos de sobreexpresion de RFG1
en el medio no inductor de filamentacion YPD, determindé la formaciéon de

pseudohifas (Cleary et al., 2010).
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La especie C. dubliniensis tiene poca capacidad para formar filamentos en la
mayoria de las condiciones en estudio tanto in vitro, como in vivo (Stokes et al.,
2007). En este estudio, la baja capacidad de filamentacion fue corroborada por los
bajos porcentajes de filamentacion en la cepa CD36 de C. dubliniensis, (2,5% y 1%
en LEE e YPS, respectivamente). Moran et al., (2007) reportaron que en C.
dubliniensis los niveles de NRG1, frente a la induccidén con suero, fueron reprimidos
de manera mas lenta que en C. albicans, mientras que frente a la induccién con
macrofagos, NRG1 se redujo sélo un 50% e incluso después de 5 h post-induccion
se incrementd hasta un 70%, lo que explicaria la filamentacion reducida en esta
especie. De una forma similar, en esta Tesis los niveles de NRG1 en CD36
experimentaron un cambio no relevante de 1,8 veces en LEE e incrementaron 3,6
veces en YPS, lo cual concuerda con el bajo nivel de filamentacion exhibido en
ambos medios. Cabe resaltar que en la cepa de baja flamentacion CVV22 NRGL1 se
comportd de forma similar a C. dubliniensis, dado que lejos de experimentar una
reduccion de sus niveles de transcrito, éstos se incrementaron 4,9 veces en LEE y
4,2 veces en YPS, correspondiéndose con el 4,2% y 6,9% de filamentacion en

ambos medios respectivamente.

En el medio YPS, se observd una mejor correlacion de los niveles de NRG1
en las cepas en estudio, asi la cepa que presentd mayor porcentaje de filamentacion
(CVV5), mostrd una reduccion de 3,3 veces de los niveles de NRG1, mientras que la
cepa de baja filamentacion CVV22 presenté un aumento importante de NRG1 (4,2
veces) (Figura 10B). Estos cambios resultaron estadisticamente significativos entre

las cepas con alto y bajo grado de filamentacion. Sin embargo, aunque se pudo
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observar una represiéon de NRG1 en cepas con mayor porcentaje de filamentacion,
este evento parece no determinar el grado de filamentacion que exhiben; debido que
habiendo diferencias en los grados de filamentacion significativas entre SC5314
(29,1%) y CVV5 (66,8%), los niveles de reduccion de NRG1, en ambas cepas fue el
mismo (3,3 veces), lo que sugiere que otro u otros elementos pueden estar

interfiriendo con el grado de filamentacién en SC5314.

Dentro de los posibles elementos que podrian afectar el grado de
filamentacion en cepas clinicas de C. albicans, se puede considerar el factor
transcripcional Rbf1, un regulador negativo de la formacion de hifas verdaderas.
Mutantes Arbfl/Arbfl, presentan un fenotipo constitutivamente filamentoso,
caracterizado por la presencia de pseudohifas en medio no inductor liquido y exhibir
una virulencia atenuada en un modelo sistémico murino (Ishii et al., 1997a; Ishii et al.,

1997b; Sharkey et al., 1999).

Otros activadores y represores han sido descritos en C. albicans como Tec1,
asociado a la regulacion negativa de la transicidon levadura-hifa. Su delecion confiere
defectos en la filamentacion y virulencia atenuada en modelos murinos (Schweizer et
al., 2000). Mas recientemente, se han descrito nuevos factores transcripcionales
como Pes1y Tor1. Pes1 es importante para la transicion hifa-levadura y critico para
completar el ciclo de vida de la levadura, debido a que su delecion solo es tolerada
en las formas hifales (Shen et al., 2008). Tor1 juega un papel en la regulacion de la

expresion de genes especificos de hifa, incluyendo adhesinas y proteinas de pared
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celular, junto con los represores transcripcionales Nrg1 y Tup1 (Bastidas et al.,

2009).

Alternativamente, otros elementos implicados en la filamentaciéon, que no
necesariamente son reguladores transcripcionales, también pueden dar cuenta por
las diferencias en el grado de filamentacion entre cepas clinicas, como por ejemplo,
componentes de vias de transduccidén de sefiales o genes blancos asociados a la

filamentacion (Biswas et al., 2007).

De acuerdo a los resultados presentados en esta Tesis, los reguladores
transcripcionales CPH1, RIM101, EFG1 y NRG1 no jugarian un rol determinante en
las diferencias de filamentacion observadas entre las cepas CVV5, CVV22 y
SC5314. Sin embargo, para NRG1 en YPS, sus niveles transcripcionales se asocian
a las diferencias en los grados de filamentaciéon de CVV5 y CVV22, pero no con la

cepa de referencia SC5314.

Finalmente, el numero creciente de genes relacionados directa e
indirectamente con la filamentacidén, como reguladores transcripcionales positivos y
negativos, componentes de vias de transduccion de sefales y genes blancos
relacionados al cambio morfogenético, apuntan a la naturaleza multifactorial de la
regulacion de este complejo proceso en C. albicans. Esto sugiere una baja
probabilidad de que existan genes mayores que determinen las diferencias de
filamentacion en distintas cepas. Al contrario, seria el contexto genético de cada

cepa lo que determinaria en ultima instancia su grado de filamentacion frente a
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diferentes estimulos. En otras palabras, la combinacién de las variantes alélicas de
los genes relacionados con la morfogénesis contribuiria de forma aditiva con la

filamentacion en esta especie.
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CONCLUSIONES

Las cepas clinicas de C. albicans exhibieron diferentes grados de
filamentacion. Destacandose la cepa CVV5 como un cepa altamente
filamentadora (87,4% en medio LEE) y la cepa CVV22, como una cepa de

baja filamentacion (4,2% en medio LEE).

El analisis semicuantitativo de la expresion de los genes CPH1 y RIM101 no
mostro diferencias significativas, en las diferentes condiciones ensayadas y no

hubo asociacion con niveles de filamentacion de SC5314, CVV5y CVV22.

El PCR en tiempo real revel6 el aumento del nivel de expresién transcripcional
de NRGL1, en los medios LEE e YPS, para las cepas con menor porcentaje de

filamentacion (CVV22 y CD36).

EFG1 no parece estar asociado al grado de filamentacion exhibido por las

cepas de C. albicans en las condiciones ensayadas en este estudio.

Los resultados del PCR en tiempo real sugieren que la expresion

transcripcional de EFG1 y NRG1 no correlacioné con los niveles de

filamentacion en las cepas analizadas.
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9. PROYECCIONES
+« Para continuar con la linea de investigacion se podrian realizar mediciones de
niveles de la proteina NRG1 en medio LEE en las cepas SC5314 y CVV5.

¢ Monitorear la expresibn de genes que promueven la formacion de

pseudohifas (RFG1) en las cepas CVV5y SC5314 en el medio LEE.

+ Determinar el comportamiento de estas cepas en modelo de candidiasis

sistémica in vivo (pez Zebra) y RHE, observando el comportamiento de

NRGL1 y otros genes importantes para la flamentacién (EED1 y UMEBG)
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