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Resumen

Una biopelicula es un ecosistema complejo de microoganismos y sus productos
extracelulares adheridos sobre una superficie bidtica o abidtica. Las biopeliculas de C.
albicans son causa de infecciones persistentes en los humanos debido a que se
establecen en dispositivos médicos como catéteres intravasculares y son resistentes a

drogas y tratamientos.

El gen ADH1 de C. albicans codifica para un polipéptido de 350 aminoacidos con
funcién de alcohol deshidrogenasa pero también se ha visto que es una proteina
inmunogénica y que tiene capacidad de unirse a componentes de la matriz extracelular
de la célula hospedero. Evidencias moleculares y bioquimicas muestran que la proteina
Adhl juega un papel importante en la capacidad de C. albicans para formar
biopeliculas. En algunos ensayos se ha demostrado que la interrupcion dirigida del gen
ADH1 mejora la capacidad de C. albicans para formar biopeliculas in vitro, mejorando
asi su capacidad para invadir y dafiar las mucosas de los tejidos del hospedero.

En estudios previos realizados en el laboratorio hemos clasificado 26 cepas de C.
albicans aisladas de muestras clinicas de diferentes origenes anatomicos de acuerdo a su
capacidad de formacion de biopeliculas. En este trabajo, nuestro objetivo fue analizar la
expresion del gen ADHL1 en algunas de estas cepas y evaluar si existe alguna relacion

entre la capacidad de formacion de la biopelicula y los niveles de expresion del gen.

Se emplearon dos muestras representativas de cada grupo (grupos con alta, media y baja
capacidad de formacion de biopeliculas) y empleamos la técnica de formacion de
biopeliculas en placas de poliestireno, se realiz6 un seguimiento por microscopia y los

niveles de expresion del gen se evaluaron por medio de la técnica de RT-PCR.

A nivel de microscopia observamos que habia diferencias importantes en la estructura
de las biopeliculas formadas dependiendo de las cepas empleadas y estas iban desde
biopeliculas donde Unicamente se encontraban levaduras hasta aquellas que tenian una
organizacion espacial bien estructurada con presencia de levaduras, pseudohifas e hifas.
Se encontré también que habia una relacion directa entre la capacidad de adhesion al
poliestireno, el cambio morfogenético y el tipo de estructura que presentaba la

biopelicula.



Respecto a la expresion del gen ADH1 observamos que en las cepas menos adherentes y
que formaron biopeliculas mas pobres hubo una baja expresion, en tanto que las cepas
que presentaron mayor adherencia y formacion de biopeliculas bien estructuradas se
presentaron niveles altos de expresion del gen.

De estos resultados concluimos que hay una relacion directa entre la expresion del gen
ADH1, la capacidad de llevar a cabo el cambio morfogenético, la adhesion a
poliestireno y la capacidad de formacion de biopelicula y estas caracteristicas son
distintas para cada una de las cepas de C. albicans analizadas sin que se presente

relacion alguna con su origen anatémico.



Introduccion

Candida albicans es un hongo levaduriforme, asociado a manifestaciones clinicas
localizadas, diseminadas o sistémicas; pueden afectar piel, mucosas, estructuras
profundas y 6rganos internos. Su incidencia entre las micosis es de 7.45 % y constituye
25 % de las micosis superficiales. Afecta a individuos de cualquier edad, grupo étnico o
sexo. C. albicans forma parte de la flora normal de las vias gastrointestinales, la mucosa
bucal y vaginal, asi como la uniébn mucocutanea de orificios naturales de individuos
sanos, coexistiendo como comensal con otros microorganismos, cuando el equilibrio se

pierde se torna patdgena y causa afeccion en piel y mucosas.

La clasificacion taxondmica de C. albicans es la siguiente:

Super reino-Eukaryota
Reino-Fungi
Subreino-Dikarya
Filo-Ascomycota
Subfilo-Saccharomycotina
Clase-Saccharomycetes
Orden-Sacharomycetales
Género-Candida

Especie-albicans

National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Virulencia

C. albicans es un hongo patdgeno oportunista, que con frecuencia produce infecciones
superficiales de las mucosas, también puede producir infecciones sistémicas

potencialmente mortales en pacientes inmunocomprometidos (Arenas 2009).

El primer evento en la infeccion por C. albicans es su adherencia al organismo
hospedador y/o superficie de dispositivos médicos, que a menudo conducen a la
formacién de una biopelicula (Chandra, Kuhn et al. 2001). Asi, la adhesion es un paso

muy importante en el proceso de infecciébn, y a su vez es dependiente del
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microorganismo, del hospedador y las propiedades de las superficies abidticas, tales
como la hidrofobicidad de la superficie celular y la composicion de la pared celular
(Chaffin 1983).

La candidiasis requiere de factores predisponentes; la mayor parte de las veces se
origina de manera enddgena, casi siempre atribuible a dos procesos: el desequilibrio de
la flora microbiana, que favorece el incremento de levaduras de Candida, lo cual se
puede deber a cambios en el pH, acumulacion de nutrientes como el glucogeno, o la
disminucién de la flora bacteriana por antibioticos; o bien, debido a enfermedades o
procesos que influyen en la respuesta inmune, sobre todo a nivel celular (Arenas 2009).

En el desarrollo del padecimiento influyen una serie de factores que actian de manera

coordinada, asi se enuncian los mas importantes que son:

Adaptacion al pH

C. albicans se adapta a los cambios de pH de diversos medios y sustratos. Esta
adaptacion esta regulada por dos genes, PHR1 y PHR2; ambos se activan e
inactivan a diferentes condiciones de pH, PHR1 se expresa cuando el pH del
ambiente es 5.5 o superior, mientras que PHR2 tiene el patrdn de expresion inversa,
su supresion provoca un defecto en la morfogénesis y virulencia condicionado por
el pH (Calderon, Zavrel et al. 2010).

Adhesinas

Influyen en la adaptacién o adhesion de la levadura. Las mas importantes son las
manoproteinas, las mananas y, en las células receptoras o del hospedero, las
manoproteinas de superficie tipo lectina, las cuales estdn reguladas por genes
especificos. Ademas de los mananos y las manoproteinas se ha reconocido como
adhesina putativa a la quitina. Las adhesinas mas estudiadas son la familia ALS,
compuesta por ocho miembros (Als1-7 y Als9). Los genes ALS codifican para el
glicosilfosfatidilinositol (GPI), que son glicoproteinas ligadas a la superficie
celular. De las ocho proteinas Als, la adhesina Als3 es especialmente importante
para la adhesion (Calderone 1991, Phan 2007, Cho 2009, Murciano 2012). Otra



adhesina importante de C. albicans es Hwpl, que es una proteina GPI-vinculada,
asociada a la hifa. (Calderone 1991, Staab 1999, Sundstrom 2002). Hwpl sirve
como un sustrato para transglutaminasas de mamiferos y esta reaccioén puede ligar
covalentemente las hifas de C. albicans a las células hospedero. Un mutante Hwpl
A/A mostr6é adherencia reducida a células epiteliales bucales y en un modelo de
candidiasis sistémica mostr6 una virulencia atenuada (Staab 1999, Sundstrom 2002,
Sundstrom, Cutler 2002). Hwpl y Als3 contribuyen a la formacién de biopeliculas,
actuando como adhesinas complementarias (Nobile 2008).

Enzimas

Diversas enzimas son consideradas como factores de virulencia; las mas
importantes son: queratinasas, peptidasas, hemolisinas, proteasas y hialuronidasas.
De forma especifica se ha demostrado que lipasas y fosfolipasas contribuyen a la
transicion morfologica, colonizacion, citotoxicidad y a la penetracion en el
hospedero (Staniszewska 2012). Las fosfolipasas producen dafios en los tejidos, en
células epiteliales, producen ruptura de membranas y favorecen la penetracion de
hifas en el citoplasma. En Candida la produccion de proteinasas aumenta la
capacidad para colonizar y penetrar en el tejido del hospedero, engafiar al sistema
inmune, e interrumpir un ndmero significativo de proteinas importantes para la
inmunidad, tales como inmunoglobulinas, proteinas del complemento y citocinas
(Ombrella 2008, D"Eca Junior 2011, Mattei 2013).

Hidrofobicidad celular

La hidrofobicidad de la superficie celular es una caracteristica variable en C.
albicans y estd directamente relacionada con la adherencia a plastico y con la
formacién de biopeliculas (Blanco 2010). ElI género Candida parece ser
extremadamente sensible a las condiciones de crecimiento especifico (Hazen 1986).
La temperatura de cultivo de C. albicans afecta la adherencia al plastico por el
cambio de la hidrofobicidad de la superficie celular, aumentando la hidrofobicidad
de las cepas cuando crecen a 22 °C y haciéndolas mas hidrofilicas a 36 °C (Blanco

1997). Por su parte Hazen y colaboradores (1990) demostraron en un modelo



murino que cepas hidr6fobas de C. albicans son mas virulentas que las cepas
hidrdéfilas.

Dimorfismo y cambio morfogenético

El cambio morfogenético es la capacidad que tienen las levaduras de cambiar
morfolégicamente de la forma de blastoconidio (levadura) a pseudohifa e hifa. Este
cambio esta bajo la influencia de condiciones ambientales y representa uno de los
factores de patogenicidad o virulencia mas significativa para C. albicans que es
considerada como una levadura dimérfica y puede presentar las formas de
seudofilamentos y filamentos, las cuales son las que llevan a cabo la infeccion (Baillie
1999, Ramage 2001, Ramage 2002).

Biopelicula

La formacion de biopeliculas de C. albicans conlleva importantes repercusiones
clinicas por su alta resistencia a la terapia antifungica, y su capacidad de soportar las
defensas inmunitarias del hospedero. Los dispositivos tales como canulas, derivaciones,
protesis, implantes, tubos endotraqueales, marcapasos, y diversos tipos de catéteres, son
colonizados por C. albicans, que es la especie de hongo mas cominmente asociado con
la formacion de biopelicula; el aumento en infecciones por Candida en las Gltimas
décadas se correlaciona con el aumento y uso generalizado de una amplia gama de
dispositivos de implantes médicos, sobre todo en individuos con defensas deterioradas.
La formacion de biopeliculas impacta negativamente en el hospedador, haciendo del
dispositivo un puente para futuras infecciones continuas, lo que en algin momento hace

necesaria su remocion (Ramage 2005).

Las biopeliculas de C. albicans son comunidades bien estructuradas con células
fungicas incrustadas dentro de una matriz extracelular de polisacaridos, presentan una
estructura tridimensional compleja con heterogeneidad espacial extensa que consiste en
una red densa de levaduras, hifas y pseudohifas incluidas en una matriz de
polisacaridos, hidratos de carbono, proteinas y componentes desconocidos. Se cree que

esta complejidad estructural en la disposicion espacial facilita la afluencia de nutrientes,



la eliminacion de productos de desecho y el establecimiento de micronichos a lo largo
de la biopelicula (Ramage 2005).

Las biopeliculas de C. albicans constan estructuralmente de tres capas de acuerdo a lo

observado en fotografias de MEB:

1. La capa basal, que actta como células fundadoras anclando la biopelicula en

desarrollo sobre el sustrato.
2. La capa intermedia, que se compone de hifas y pseudohifas.

3. La capa mas superficial, compuesta fundamentalmente de una capa mas gruesa de
hifas y poros acuosos con abundante matriz extracelular (figura 1).

A

:*g/ Matriz

a

Figura 1 Corte transversal de Biopelicula de C. albicans adherida a catéter intravenoso. Imagen tomada
de Current Opinion in Microbiology 2006, 9:340-34

La formacion de biopeliculas de C albicans tiene tres fases de desarrollo: la adhesién de
células de levadura a la superficie del dispositivo (fase temprana), la formacion de una
matriz de conmutacién donde se presenta el cambio de levadura a las formas de hifas
(fase intermedia) y aumento en el material de la matriz extracelular con tres

dimensiones arquitectonicas (fase de maduracion). Asi, la formacion de biopeliculas



comienza con la adherencia de formas levaduriformes al sustrato (0-2 hrs), seguida por
gemacion y formacién de microcolonias (2-4 hrs), filamentacion (4-6 hrs), crecimiento
confluente (6-8 hrs), proliferacién (8-24 hrs) y envejecimiento (24-48 hrs) (Ramage
2001).

La morfogénesis juega un papel fundamental en el desarrollo de biopeliculas de C.
albicans; Baillie y colaboradores (1999), demostraron que las hifas son elementos
esenciales para proporcionar la integridad estructural y la arquitectura de multiples
capas caracteristicas de biopeliculas maduras.

Aunque se han descrito biopeliculas rudimentarias en las que Unicamente estan
presentes levaduras, la transicion de levaduras a hifas es un punto crucial para poder
construir biopeliculas maduras con una estructura espacial altamente organizada (Lépez
2005).

Se sugiere que la capa basal de levadura juega un papel importante en el anclaje de la
biopelicula a la superficie, se ha observado que los tubos germinativos de C. albicans
son mas adhesivos que las células de levadura (Kimura 1980), también se encontro
evidencia de que la adhesion esta inversamente relacionada con la proporcion de las
hifas en cultivo, que contiene una mezcla de formas morfoldgicas y que las hifas
alargadas pueden interferir con las etapas iniciales del proceso de fijacion (Vargas 1994,
Baillie 1999).

La formacion y la estructura de la biopelicula de C. albicans esta influenciada por la
naturaleza de la superficie de contacto y factores ambientales. La naturaleza quimica de
la superficie de contacto influye en la magnitud y arquitectura de la formacion de
biopelicula, distintas cepas de C. albicans y diferentes Candidas spp, difieren en su
capacidad de formar biopelicula. Lo que indica que la formacion de biopelicula puede
depender de la expresién altamente especifica de genes inducidos por contacto (Remage
2005).

Ramage y su equipo (2002) midieron la capacidad de formar biopelicula de cepas
mutantes con delecion de gen AEFG1 y doble delecion ACphl/AEFGL1 de C. albicans
las cuales mostraron que eran incapaces de formar filamentos bajo diferentes
condiciones ambientales, las biopeliculas fueron pobres, carentes de estructura

tridimensional y compuestas principalmente por monocapas dispersas de células
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alargadas. La doble mutante ACphl/AEFG1 también resultd profundamente deficiente
en la colonizacion de los catéteres de poliuretano recubiertos con plasma (Lewis 2002),
pero aun tenia la capacidad de formar biopelicula delgada sobre vidrio, estaba
compuesta principalmente por blastosporas (Garcia-Sanchez 2004). Estos resultados
demuestran que la proteina reguladora del gen EFG1 es un factor clave en la formacion
y posterior desarrollo de biopeliculas maduras de C. albicans en superficies biologicas y
artificiales, considerando que tienen un efecto importante en la filamentacion ya que
varias cepas con otros genes mutados implicados en este proceso también muestran
defectos en su capacidad de formar biopelicula (Garcia-Sanchez 2004, Kelly 2004).
Posiblemente el dimorfismo per se puede no ser un requisito absoluto previo para la
formacion de biopelicula ya que se han descrito biopeliculas sustancialmente de
levaduras, pero podria ser necesario para el desarrollo de la estructura espacialmente
organizada vista en biopeliculas maduras y altamente estructuradas (Ramage 2005).

Gen de la alcohol deshidrogenasa (ADH1)

El gen ADH1 de C albicans se encuentra localizado en el alelo orf19.11480 del
cromosoma 5 de C albicans. La secuencia revela un marco de lectura abierto de 1050
pb con el potencial de codificar un polipéptido de 350 aminoacidos con funcion de
alcohol deshidrogenasa. En la figura 2 se muestra la secuencia de nucle6tidos del gen

ADH1 y la secuencia de aminoacidos de la proteina Adh1l.

11



A C.albicans ADH1 gene for alcohol dehydrogenase 1

GenBank: X51694 1
GenBank Graphics

>gil 608689 |emb | X81694.1| C.albicans ADH]1 gene for alcchol dehydrogenase 1
TCTAGRAGER A TCACAGTTACRATTETAGRGE COGRACTAGTRAR R R CTAGCACCCARCACTTCTARLD
AL R TR TTC R R TG AT AR C R L R TO T CTACCAGR A G TTATGCTARTATGRA R CRTCRRTTGRACE
AL TGER R TR TR, G CTT TR R L TG R TR R R e R D R SO DO A TR A TR RO CETTEETCATRL
ITT AT T TR OO AT T I TAT I GTIGAG T TGRAAT AR TIGTGAGCATCAGCTGATTITTARRATTR
TR TTTITTITITICGICCAT TG I TARTICTATTTTAGTIITITICIICTICCATCGTICTCCGRATTATTICCG
GALECT e T A GEAT AR T T T T ARG R TR T TR CTCTITTC AR TGO CEEATGTTATCT GCRACTEAT
GITARGTIAGT I AT AT A R T T L TTTT AT R C R TR AR R L CTOCAR A TCTAR L CTTICTICTRAR

CERATTTCAGRCRRATRAGTCCR CRRRRCCCATTATTGTCGACATEGTCRRAGEATTCRR
CEETIGRAGAT ARG CETC AR T TR L R CTCT TCT I TTCARCTARTTTIGCCETARLCTATOTCCR
TOETRCEATI ARG TR L T T T T T T TR AR TE T TTEATAGR R CCCRRTECRR R EOCRE
CERGR R A A TAT TG AT TG T TG e TAGTAGA TR TGAGTARTCTTCTAGCCARRACRR AT
CCR R G R TR R L TR G TR TTGATAGCECTIGTAGTICTITGIATITARRRR R ROCTRARTT
GICCRL R TT e TR TE R G T TG AR T T TG T TR R TR O C ARG ETA R TR TCATTTRAGCTATAT
CECCTITAT AT I CT I G TACRA R GR R TTATAC R CR R R TR CRACCRCCACRCCACCCAGR AR TTTTACADGT
GITITICIARATTATTACTTITICCGTIGECCARTTARATTGRARRATTTTITICTIGTIICS CEECTAGTGCCIC
A TR T A GT AR G TAT TGO CTAR R GAGTTTCOGT CT O TGO OO CCOCCCCTATCOCCTITIGTIA
AT TGO AR TGO T R e e TR O A TITITITITOCGRAGTICICETCATGCARGCRRGECT
TATTCAGR A TTTTCRGAGETGCGAGTCTCACCACTACCACTGCAGCTGCATCTTTTACAGCARCAGCRAC
ARG TR R R N L R T T T CT AT OO AT E TGO T CCEAR R L CTETATAR R REERCCTAT
TR T I I TAT T I T ARG R T T AT TTTITITICAT CAGT T TARCA R CR R TR R R DT TATTETC
ATACRRCRR R R O R TR O R e O A TTA TG TCT AR AR A TOCCRR R R A TR R R R A RCCGTTET
CITIGATRACCRRTGEIGETICARTTAGTCTACRRGEATTACCCAGTTCCARCTCL. GCCRRRTGRRTIC
ITT AT TR G A T e T T GG I G T C T T CAC A TEATTTRACA TGO R GEA R REETGRCTEGECCATIGSE
CTRCTARATTGCCATTAGTIGEIGETICACGRARGETGOCGEIGICGITGICGETATGEETG CETICRR
AGGATEERR A A TOGET AT T TGO GG T AT C AR A TG T TGRATGETICTIGTATGAGTTGTIGRAATTICTGT
CAN R T T AR R R T T T AL GCTGACT I GTICTIGE T TACACTCRCGATGETICATTOGRARD
A TR TR T TR TGO TG T I C ARG GCT AR A L TTOCAGCTEETACTGATTTAGOCAR TETOECACC
AATCTTATGTIGCTGETGTTACTETTTAL GCCTTRARAGRACTGCTGACTTAGCAGCTIGGCCARTGEETT
GCTATCT GG TG I GG T GE T GG I TIAGETICTI T IGECCG T TCARTAC GO CAGRECCATGEETTTGRAGRG
IT G TG T AT I A GET TR e TER AT T TGT TAR A TC AT TG I GCTGARGCTTACETTIGR
TTT AR G T R T A T T T TR RGO T T O AR GR R A GO TACTGAT G TGETCCACRCGETGCTATC
AL TGICICIGITICI GR R  n G O C R TTGRCC R R TCT G T TGRATATGTTAGRCCATTAGETRARAGTTIGTTIT
I TIGET I TR A TR e TR L A G T AT ECTCCAGTITTOGATEC TG T TG T CARATOCATTGRALAT
CRRRGETTCITACGTITIGETARCAGRA R R A TECIGARGCTATTGACTICITICICCAGRAGETTTAATC
A TETCC R TC R R R T TG T O ITTAT CTGACTIGCCAGRRGTCTTCAR A TTGATGCALGRARGETRARLR
I T e T AR TR T T T e GR CR ARG T A T GO R TR GO TAR L TTATATRACERARTTRARTEITATS
AT TARRGTETTTACGRETEOGATATTITIATTACTATCTTATRCAGTTE

B alcohol dehydrogenase [Candida albicans]

GenBank: CAALT342 1
GenPept Graphics

>3i | 60690 |embk | CARST342.1| alcohol dehydrogenase [Candida albicans]

MSEQIPKTQMAVVEDTNGELVYKDY FWET PKFNELLIHVEY SEVCHT DLHARKGOWFLATKLPLVEEHE
GAEVVEMGENVE WK I GDFAGIKWLNGSCMSCEFCQQGAEPNCEGEADLSGYTHDGSFEQYATADAVOAR
KPR GT DA AP T LAV T VY KA LK T A DL A A GOV AT SGAGGELES LAV YARMMELEVWVAIDGGDEKG
BV LGAE A YV D F TE D D IVEAVE KA T DG PHGA INV SV SEK A I DR SVEY VR PLGE WV LVELPAHAKVT
APV FDAVVHESIEIHGSYVGHREDTAER IDFFSRELIMCPIKIVGLSDLPEVFHLMEEGEILGRYVLDT SK

Figura 2. Secuencia del gen (A) y la proteina (B) de la alcohol deshidrogenasa 1 de C. albicans.
GenBank NCBI.

El genoma de C. albicans contiene una familia de al menos seis genes de alcohol
deshidrogenasa que son: ADH1/0rf19.3997, ADH?2/orf19.5113, ADH3/0rf19.4505,
ADH4/0rf19.27, ADH5/0rf19.2608 y 0rf19.4504 .

Los andlisis de comparacion de secuencias de DNA demuestran que el gen de la alcohol
deshidrogenasa 1 de C. albicans presenta los siguientes porcentajes de homologia con
genes de S. cerevisiae: del 74.5% con ADH1, 70.5% de ADH2 y 70.8% de ADHS3.
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Comparando ADH1 de C. albicans con la secuencia de genes de Kluyveromyces lactis
se encontré una homologia de 71.5% con KIADHZ2, 74.9% con KIADH3 y 74.5% con
KIADHA4. En el caso de Schizosaccharomyces pombe presenté una menor homologia y
fue del 56%. Un andlisis de las secuencias genomicas y de DNA complementario
determind que el gen ADH1 de C. albicans no posee intrones (Shen 1991, Smith 1992,
Swoboda 1994).

Con respecto a la regulacion de la expresion del gen ADH1 Swoboda y colaboradores
(1994) reportaron que los niveles del mMRNA de ADH1 de C. albicans cambian durante

la transicion de levadura a hifa y durante el crecimiento.

Bertram (1996) emple6 la cepa 3153 y la hizo crecer en medio YPD encontrando que el
mRNA de ADH1 presenta bajos niveles de expresion al inicio de la fase exponencial
para alcanzar un maximo en las etapas tardias de esta misma fase (aproximadamente
entre las 5 y 8 horas de crecimiento) y decae nuevamente a niveles bajos durante la fase
estacionaria (de 12 a 24 horas de crecimiento). Esta disminucion coincide con la baja de
los niveles de glucosa en el medio y con el punto donde el etanol empieza a utilizarse.
Estos mismos autores analizaron la regulacion de la expresion del gen en respuesta a la
fuente de carbono y demostraron que el nivel minimo de expresion se obtiene cuando la
levadura crece en presencia de etanol, seguido por glucosa, piruvato, lactosa, glicerol,
sucrosa y galactosa por lo que deducen que la expresion del gen ADH1 responde

principalmente a la fuente de carbono (Bertram 1996).

Proteina Adhl (Adhlp)

La proteina alcohol deshidrogenasa es una oxido-reductasa involucrada en la
fermentacion de glucosa que cataliza la conversion reversible de acetaldehido a etanol

en la ultima etapa de fermentacion
Aldehido o Cetona + NAD" H" > Etanol + NAD.

La produccion de etanol ocurre bajo condiciones anaerObicas in vitro, en el tracto
gastrointestinal y durante las infecciones (Chang 1989, Ogasawara 2006, Spinucci
2006).
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A pesar de que en otros microorganismos se han encontrado varios genes que codifican
para distintas alcohol deshidrogenasas, en el caso de C. albicans, Bertram vy
colaboradores (1996) no encontraron mas de una isoforma de la proteina, pero no
pudieron determinar si solo existe un locus de ADH o si existen mas. Sus experimentos

demostraron que este locus es regulado a nivel transcripcional y post-transcripcional.

La proteina Adhl de C. albicans tiene un peso de 40-kilodaltones e inicialmente se
predijo que su localizacion debia ser intracelular. Sin embargo, en diversos estudios de
protedbmica se ha demostrado que esta proteina puede ubicarse también a nivel de
superficie, en membrana y pared celular y que posee propiedades inmunogénicas siendo
la proteina de mayor tamafio con estas caracteristicas (Bertram 1996, Cabezon 20009,
Castillo 2008, Chaffin 2008) aunque aun se debe esclarecer el papel preciso que ahi

desempefia la proteina.

Adhlp ha sido agrupada dentro de las proteinas multifuncionales atipicas ya que carece
de un peptido sefial que la dirija hacia reticulo endoplasmico y posteriormente al
Aparato de Golgi y se desconoce el mecanismo por el cual llega hasta la superficie
celular, sin embargo, esta localizacién es compartida con bacterias y protozoarios donde
ya se habia mencionado que debe requerir de un mecanismo de secrecion no
convencional (Nombela 2006, Thomas 2006).

Esta proteina presenta capacidad de unidn a proteinas estructurales (plasminégeno e
integrinas) del hospedero, por lo que se asume que puede tener un papel en las
interacciones hongo-hospedero (Shen 1991, Swoboda 1993, Bertram 1996, Pitarch
2001).

Otros estudios han demostrado que Adhlp, reacciona con anticuerpos contra integrinas
humanas tales como vitronectina y fibronectina, lo que indicaria que en la superficie
celular Adhlp juega un papel en la adhesion a la matriz extracelular durante las
infecciones (Klotz 2001, Mukherjee 2006).

El equipo de Bertram (1996) demostré que los niveles de la proteina alcohol
deshidrogenasa no tienen una estrecha correlacion con los niveles de MRNA,

concluyendo que el gen esta regulado a nivel transcripcional y post-transcripcional.
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Efecto del gen y de la proteina Adhl en la produccion de
biopelicula.

Mukherjee y colaboradores (2006) fueron los primeros en evaluar el papel del gen
ADH1 tanto en células plancténicas como en biopeliculas de C. albicans y encontraron
que los niveles de expresién de Adhlp y del mRNA se encuentra disminuidos en
biopeliculas respecto a células planctonicas en todos los tiempos de crecimiento
evaluados (de 6 a 48 horas). En este mismo trabajo obtuvieron una mutante adhl que
mostro que era capaz de formar mas biopelicula que la cepa silvestre. De forma similar,
la inhibicion de Adhlp con inhibidores bioquimicos como el disulfiram y el 4 metil
pirazol mostraron que la biopelicula que se formé fue mas compleja que la cepa
silvestre. De estos experimentos ellos concluyen que el papel de Adhlp en la formacion
de biopeliculas es mediado por su actividad enzimatica y que la proteina contribuye a la
capacidad de C. albicans en la formacion de biopeliculas tanto in vivo como in vitro por

un mecanismo dependiente de etanol.

Una posible explicacion para el papel de la ADH1 en la formacion de biopelicula de C.
albicans podria basarse en el concepto de que el etanol, producto final del metabolismo
de esta levadura, es un inhibidor de la produccion de biopelicula. En condiciones de
inhibicion por productos de desecho ADH1 puede ser regulada a la baja como una

manera de evitar la toxicidad del etanol (Bertram 1996).

Por otra parte, Thomas y colaboradores (2006) encontraron una sobreexpresion de
Adhlp y una subexpresion de Adh2p en biopeliculas comparadas con células

planctonicas contrario a lo que habia mostrado Mukherjee (2006).

Existen otros reportes en los que se evalian los niveles de expresion del gen y la
proteina alcohol deshidrogenasa 1 tanto en levaduras como en hifas y se mencionan a

continuacion:

Swoboda y colaboradores (1994) demostré que los niveles de mMRNA aumentaron 3.5
veces cuando se indujo el cambio de levadura a hifa empleando un aumento de

temperatura combinado con la adicién de suero en el medio.

Por su parte Ebanks y colaboradores (2006) reportaron una sobreexpresion de la

proteina en la hifa respecto a la levadura. Martinez y colaboradores (2009) emplearon
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estudios protedmicos y demostraron que los niveles de Adhl fueron mayores en
biopeliculas que en levadura y estos a su vez fueron mayores que en hifa a nivel de
proteinas de superficie. En proteinas citoplasmaticas los niveles mayores se encontraron
en biopelicula seguidos de hifas y luego levaduras con niveles muy parecidos entre
estos ultimos dos.

Antecedentes

Las biopeliculas juegan un papel importante en la patogénesis microbiana,
especialmente a nivel de pacientes hospitalizados donde el uso de los dispositivos
médicos sigue en aumento. Especificamente, las biopeliculas producidas por C. albicans
favorecen que este hongo sea resistente a las terapias antifungicas con anfotericina,
azoles y 5-flucitosina y cuando esto sucede lo mas recomendado es retirar el dispositivo

con las implicaciones que esto trae consigo.

Existen diversos reportes en los que se menciona que a pesar de que C. albicans es la
especie con mayor capacidad de produccion de biopeliculas, ésta es distinta entre
diferentes aislados clinicos. En estos trabajos se analiz6 la relacion entre la formacion
de biopeliculas y el origen del aislamiento y los resultados son contradictorios: Kuhn y
colaboradores (2002) sugieren que aislamientos recuperados de fuentes invasoras
presentan una mayor capacidad de formacion de biopeliculas, sin embargo, autores
como Jin (2003), Li (2003), Shin (2002) y Duran (2007), no pudieron establecer
diferencias en la formacidn de biopeliculas entre aislamientos provenientes de diferentes
muestras clinicas y las diferencias parecen deberse a variantes entre las metodologias y

el nimero de cepas empleadas.

En un trabajo previo realizado en el laboratorio se comparé la capacidad de formacion
de biopeliculas de 27 aislados clinicos provenientes de diferentes origenes anatémicos.
La formacion de las biopeliculas se llevd a cabo en microplacas de poliestireno de 96
pozos y se empled para su desarrollo medio RPMI (70%) con PBS (25 %) y suero fetal
bovino (5%). La evaluacion se llevo a cabo empleando tres diferentes métodos que

fueron la microscopia directa, cristal violeta y la reduccion de XTT (Hernandez 2013).

Los resultados obtenidos demostraron que cada cepa de C. albicans presenta diferente

capacidad de formacion de biopelicula lo que nos permitié agruparlas en baja, media y
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alta capacidad, pero no se observo ninguna relacion con el origen anatémico, en la
figura 5 se muestran algunos de los resultados obtenidos.

Capacidad de formacion de biopelicula
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Figura 5. Comparacion de la capacidad relativa de las cepas para formar biopelicula por el método de

CV. La linea naranja muestra cepas de alta capacidad, la linea morada de mediana capacidad y la azul de
baja capacidad (Hernandez 2013).

Considerando los resultados anteriores y que la capacidad de produccion de biopelicula
va estrechamente relacionado con la probabilidad de que se genere una infeccion y que
esta derive en candidiasis, consideramos de vital importancia la comprension de los
mecanismos moleculares de formacidn las biopeliculas de C. albicans y su resistencia a

los antifungicos con la finalidad de proporcionar los medios para desarrollar nuevas
terapias profilacticas y de tratamiento.

Uno de los genes que se ha demostrado que presenta diferentes niveles de expresion
durante la formacion de biopeliculas y con respecto a la levadura y a las hifas es el gen
ADH1, que ademas de participar en las vias glicoliticas parece desempefiar un papel
importante a nivel de superficie celular, probablemente como inmundgeno y en la
adhesion a superficies y a la célula hospedera. Hasta el momento ha habido avances

importantes en esta linea de investigacion, sin embargo falta mucho por esclarecer.
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De forma muy interesante, este gen (ADH1) también ha sido asociado con la
resistencia de las cepas de C. albicans hacia los azoles. Yan y colaboradores (2007)
demostraron que una de las proteinas expresadas diferencialmente en una cepa

resistente a fluconazol (comparada con una sensible) era la proteina Adhl.

En reportes recientes se ha demostrado que la expresién de este gen correlaciona de
forma inversa con la expresion de CDR1 y CDR2, genes ligados a la resistencia a los
azoles en C. albicans. En células planctonicas de aislados clinicos de pacientes con
sindrome poliglandular autoinmune (APECED, APS-1) se observé que el gen ADH1 es
expresado en bajos niveles en muestras resistentes a fluconazol donde CDR1 y CDR2
presentan una alta expresion (Siikala, 2011).

Por su parte, Hui y colaboradores (2013) emplearon aislados clinicos de 20 pacientes
con candidosis vulvovaginal y encontraron que en muestras resistentes a fluconazol, los
niveles de expresion de ADHL1 correlacionan de forma positiva con los de CDR1, CDR2
y FLU1. Como ellos mismos mencionan, los altos niveles de expresion del gen ADH1
estan intimamente relacionados con la resistencia a fluconazol pero aun es necesario

aclarar el mecanismo que esta involucrado.

En este trabajo nuestro principal interés fue analizar los niveles de expresion del gen
ADH1 en cepas de C albicans con diferente capacidad de formacion de biopeliculas por
medio de la técnica de RT-PCR.

Para lo anterior, se emplearon una cepa de referencia (ATCC10231) y cinco cepas
provenientes de aislados clinicos de diferentes origenes anatdmicos de las cuales dos
cepas fueron clasificadas como de alta capacidad de formacién de biopelicula, dos de
mediana y dos de baja (de acuerdo a la clasificacion realizada por Hernandez en 2013) y
se analizo si existia una relacion directa con los niveles de expresién de ADH1 tratando

de esclarecer un poco mas el papel que este gen desempefia bajo estas condiciones.
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Objetivo General

Analizar los niveles de expresion del gen ADH1 en cepas de C albicans con diferente
capacidad de formacion de biopeliculas por medio de la técnica de RT-PCR.

Objetivos particulares

e Estandarizacion de la técnica de formacion de biopelicula en placas de
poliestireno de 60x10.

e Estandarizacion de la técnica de extraccion de RNA a partir de biopeliculas.

e Evaluacién de la formacion de biopelicula de cepas de diferentes aislados
clinicos por microscopia optica.

e Evaluacion de los niveles de mRNA a las 6 hrs de formacion de biopelicula

comparandolos con los niveles de las células planctonicas.
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Metodologia

Cepas de C. albicans
Se empleo la cepa de referencia C. albicans ATCC 10231 y 5 cepas de aislados clinicos

que fueron identificadas por métodos tradicionales (filamentacion en suero, produccion
de clamidioconidios en agar harina de maiz, crecimiento en CHROMagar Candida,
asimilacion de carbohidratos con el sistema API-20-AUX y que fueron proporcionadas
amablemente por la M. en C. Patricia Manzano Gayosso del laboratorio de Micologia
de la Facultad de medicina UNAM.

A continuacién se menciona su origen anatomico

CEPA ORIGEN ANATOMICO
1039 Boca
112U Ufas
627-05 Piel
648 Boca
520 Boca

Tabla 1. Origen anatdmico de las cepas de C.albicans.

Cultivo de C. albicans

Las levaduras se mantuvieron en agua (Lopez, Giro et al. 2005) hasta su uso y una vez

reactivadas se hicieron crecer y se mantuvieron en medio SDA.

Formacion de biopelicula

Con la finalidad de poder llevar a cabo la evaluacion de los niveles de expresion del gen
ADH1 en biopeliculas obtenidas a partir de diferentes aislados clinicos, como primer
paso fue necesario estandarizar las condiciones para obtener de forma reproducible las
biopeliculas.

En un trabajo previo llevado a cabo en el laboratorio, Hernandez (2013) optimizd un
protocolo de produccién de biopeliculas usando como soporte microplacas de

poliestireno de 96 pozos, sin embargo, la cantidad de células que se obtienen por pozo
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en este formato no era suficiente para la extraccién de RNA, por lo que para este trabajo
fue necesario escalarlo a cajas de Petri de 60 x 10 mm.

Para ello se empled la cepa de referencia ATCC 10231 y los parametros a modificar
fueron la velocidad de agitacion, el nimero de células del indculo y la concentracion de
los suplementos del medio (PBS, SFB, RPMI 1640) empleado.

Se sembrd un indculo de cada cepa en 5 ml de medio YPD estéril en tubos Falcon de 15
mly dejo crecer hasta la mitad de la fase exponencial (D.O=1 a 600 nm). Se realizar6n
dos lavados con PBS 1x estéril y resuspendié en 5 ml de PBS 1x. En cajas petri de
poliestireno de 60x10 mm, se colocaron 8 ml de RPMI 1640 suplementado con 20-30
% PBS 1x, 2-10 % de SFB mas (1x107-3x10" UFC/ml) e incubo por (1-2 hrs) a37° Cy
(20-100 rpm). Pasado este tiempo se elimino el sobrenadante y se lavo en tres ocasiones
con PBS 1x estéril frio para eliminar las células no adheridas. Se colocaron nuevamente
8 ml de RPMI 1640 suplementado e incubo a 37 °C, (20-100 rpm), durante (1-8 hrs).

Extraccion de RNA utilizando perlas de vidrio

Se empleo la técnica descrita por Collar y Olivero (2001) con algunas modificaciones.

Una vez completadas las seis horas de incubacion, se elimino el sobrenadante y
adicionar de tres a cuatro ml de PBS 1x frio, se retiro la biopelicula por pipeteo y
recuperar en tubos Falcon de 15 ml, se centrifugo de 2500- 3000 rpm y recuperar el
precipitado. Se transfirié a un tubo eppendorf limpio de 1.5 ml y microcentrifugar 10
segundos a 4 °C, se elimino el sobrenadante. Se resuspendié el precipitado en 300 pl de
buffer para RNA (0.5 M de NaCl, Tris Cl 200 mM, EDTA 10 mM, preparado en el
momento) y afiadié un volumen de perlas de vidrio refrigeradas lavadas con acido
equivalente a 200 ul de agua, se agrego 300 pl de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
25:24:1 equilibrado con Tris. Se agito vigorosamente en vortex por (3-5) min. Se
microcentrifugé 2 min a 3500 rpm a temperatura ambiente, se transfirié la fase acuosa a
un tubo eppendorf limpio de 1.5 ml. Se afiadir un volumen igual de fenol/cloroformo
alcohol isoamilico 25:24:1 de 200-250 ul y agito vigorosamente 10 seg. Se
microcentrifugé 2 min a 3500 rpm, recuperando la fase acuosa en un tubo nuevo. Se
adicionarén 600 pl de etanol absoluto, se mezclo y dejo de minimo 30 minutos a -70 °C

0 en hielo seco 5 min. Pasado el tiempo se centrifugd 2 min a 3500 rpm a 4 °C y se
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decanto el sobrenadante y lavo la pastilla con etanol frio al 70 %. Se centrifugo a 3500
rpm por 2 min a 4 °C. Se decanto el sobrenadante y dejo secar al aire. Se resuspendi6 la
pastilla en 50 ul de agua DEPC y se determino la concentracion por espectrofotometria

midiendo la absorbancia a 260 nmy 280 nm. Se guardo el RNA a -70 °C.

Sintesis de cDNA.

Se realiz6 de acuerdo a las indicaciones del proveedor usando M-MLV RT (Invitrogen).
Se colocaron 1 pl de oligo-dT 500 pg/ml, 500 ng de mRNA, 1 ul de dNTP’s 10 uM y
agua destilada estéril para 12 pl. Se coloco en termociclador a 65 °C/15 min y coloco
posteriormente en hielo. Se adicionaron 4 ul 5 X de buffer de primera cadena y 2 ul
DTT 0.1M mezclando e incubando a 37 °C/2 min. Se agrego 1 ul M-MLV RT (200
unidades) y se mezclo suavemente por pipeteo, incubando 50 min a 37 °C y a 70 °C

durante 15 min, el volumen final obtenido fue de 20 pl.

PCR

La amplificacion del DNA complementario para el gen ADH1 se realizé con los
primers disefiados en un trabajo previo en el laboratorio y empleando las mismas
condiciones (Luna 2012). Se colocaron en un tubo para PCR 2.5 ul Buffer sin Mg (10
X), 0.75 ul MgCl, (50 uM), 0.5 ul de dNTP's (10 uM), 1.25 ul de cada primer (10 uM),
0.5 ul Taq polimerasa 5 U/ul y 2-4 ul cDNA. Las condiciones de la reaccion fueron de:
95°C/5 min, 25 ciclos de 94 °C/1 min, 52°C/1 min 'y 72°C/1.5 min.

Con la finalidad de normalizar los resultados de RT-PCR obtenidos para el gen ADH1,
se empleo el gen de actina como control. Para el gen de actina se colocaron en un tubo
para PCR 2.5 ul Buffer sin Mg 10 X, 0.75 ul MgCl; (50 uM), 0.5 ul de dNTP's (10
uM), 0.5 ul de cada primer (10 uM), 0.5 ul Taq polimerasa (5 U/ul) y 2-4 ul cDNA.
Las condiciones de la reaccion fueron de: 95°C/5 min, 25 ciclos de 94°C/1 min, 55°C/1
miny 72°C/1.5 min.
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PRIMER SECUENCIA TAMANO
DEL
PRODUCTO
ADH14F GTT CCA ACT CCA AAG CCA AA 544 pb
ADH14R TTT CGT CAC CAC CGT CAA TA
ACT1F AGA ATT GAT TTG GCT GGT AGA GAC 443 pb
ACT2R AGA AGA TGG AGC CAA AGC AGT AAT

Tabla 2. Secuencia de los primers empleados y tamafio de los productos de amplificacion (Luna 2012)

Una vez que se concluyd la reaccion de PCR los productos fueron analizados en un gel
de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio.

Procesamiento de imagenes con programa imageJ

Las imagenes de los geles mostradas se procesaron de acuerdo a imageJ para geles
(imageJ.nih.gob/ij/) a 8 bits y los resultados se presentan en base a la intensidad de
sefial en funcion de area. Para la comparacion entre células planctonicas y biopelicula se

comparo cada sefial y se representaron en forma de grafica de barras.

Resultados

Estandarizacion de la formacion de biopelicula

En la formacion de biopelicula la velocidad de agitacion fue un factor importante para
poder obtener una biopelicula con las caracteristicas que se buscaba. Cuando se
incrementaba a mas de 50 rpm se producian biopeliculas que crecian solo en la parte
central de las cajas, donde se acumulaban una gran cantidad de células y hacia la zona

periférica se encontraba poco crecimiento.

Ademas, se observo que a mayor velocidad de agitacion, menor era la capacidad de las
células para adherirse al sustrato (poliestireno), y como sabemos éste es el primer paso
que se debe llevar a cabo para la formacion de la biopelicula. En la tabla 3 se resume la

capacidad de adhesion observada dependiendo de la velocidad de agitacion empleada.
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Se muestra ademas el efecto que tiene el medio de cultivo en la adhesion. En caso del
medio se observo menor porcentaje de adhesion o se mantuvo con el incremento en las
proporciones de los complementos (PBS, SFB), por ello se decidi6 mantenerse las
condiciones establecidas por (Hernandez 2013). Al sustituir el medio RPMI por medio
DMEM las células no presentaron la misma capacidad de unirse a la superficie y
tampoco realizaron el cambio morfogenético, ya que se observaron Unicamente
levaduras en todos los tiempos evaluados (0-24 horas). En el medio RPMI, por el
contrario, después de 1 hr de incubacién comenzaron a formarse los tubos germinativos
y a las 2 hrs estaban presentes en mas del 90% de las células alcanzando una estructura
caracteristica de biopelicula formada por levaduras, pseudohifas e hifas en una extensa

red de estructura tridimensional.

Velocidad de agitacion
Medio 75 RPM 50 RPM 25 RPM
RPMI 1640 ++ +++ ++++
DMEM - - +

Tabla 3. Efecto de la velocidad de agitacion (rpm) y del medio empleado en la capacidad de adhesién de
las células al soporte (poliestireno).

Respecto al indculo se probaron diferentes concentraciones a partir de 1x10’ hasta
3x10" células y se encontrd que el 6ptimo fue de 2x10’. Bajo estas condiciones se
consiguié que las levaduras se distribuyeran en la caja de forma uniforme y a una
distancia adecuada entre ellas para que permitiera dar el seguimiento de la formacion de
la biopelicula en microscopia éptica. Una vez recuperadas estas celulas fueron

suficientes para poder obtener una buena cantidad de RNA.

En la tabla 4 se resumen las condiciones del trabajo previo (Hernandez 2013) y se
compara con las condiciones finales que nos permitieron obtener una biopelicula

adecuada para nuestro trabajo.
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Hernandez (2013) Presente estudio
Micro placas de 96 pozos | Cajas petri de 60 x 10 mm

Superficie Poliestireno claro Poliestireno claro
Superficie tratada TC Superficie tratada TC

Medio empleado para
el proceso de adhesion | RPMI 1640 + 25 % PBS 1x + 5% | RPMI 1640 + 25 % PBS 1x + 5%

- SFB SFB
y para la formacion de

biopelicula.
Condiciones de
adhesion 1.5 hrs, 37 °C, 75 rpm 1.5hrs, 37 °C, 25 rpm
Condiciones de
formacion de 24 hrs, 37°C, 25 °C, 75 rpm 24 hrs, 37°C, 25 °C, 25 rpm
biopelicula
Volumen de medio 100 pl por pozo 8 ml por caja
NuUmero de células
(indculo) 1x10’ 2x10’
Velocidad de agitacion 75 rpm 25 rpm
Temperatura 37°C 37°C

Tabla 4. Comparacion de las condiciones finales para la obtencion de biopelicula en placa de 96 pozos
(Hernandez 2013) y en cajas de petri de 60 x 10 mm presente estudio.

En la figura 6 se muestran las imagenes correspondientes al proceso de formacion de la
biopelicula de la cepa ATCC 10231 tomadas cada hora hasta las 6 hrs de incubacion.
Cada una de las etapas observadas corresponde a las descritas en la literatura (Remage,
Vandewalle et al. 2001). Durante las primeras dos horas posteriores al periodo de
adhesion comenzé a formarse el tubo germinativo encontrandose que al final de este
tiempo ya estaba presente en casi el 100% de las células. En la tercera hora se observa
un alargamiento mayor del tubo germinativo y comienzan a formarse las hifas. A partir
de la cuarta hora inicia la formacion de microcolonias, donde las hifas las mantienen
unidas y se van extendiendo ain mas en las siguientes dos horas; al final de la sexta
hora se observa ya una red compleja donde se pueden apreciar una mezcla de formas

levaduriformes, pseudohifas e hifas verdaderas.
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Figura 6. Formacion de la biopelicula de la cepa ATCC 10231 en medio RPMI. Se
muestran los resultados obtenidos desde la primera hasta la sexta hora de incubacion.
Microscopia éptica 40X.
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Evaluacién de la capacidad de adhesion de las levaduras procedentes de
aislados clinicos.

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas para el desarrollo de la biopelicula con la
cepa de referencia (ATCC 10231) se procedi6 a trabajar con las otras cinco cepas
provenientes de aislados clinicos. Como ya se habia mencionado anteriormente un paso
esencial para el establecimiento de la biopelicula es la capacidad de adhesion a la
superficie, para lo cual, en nuestra metodologia esto se favorecié incubando a las
levaduras durante 1.5 hrs a 37°C y 25 rpm con medio RPMI 1640 + 25% PBS 1X +5 %
SFB. Una vez pasado este tiempo fue necesario realizar 3 lavados con PBS con la
finalidad de eliminar todas las levaduras que no se hubieran unido a la caja y después de
esto se observaron al microscopio encontrando que habia diferencias importantes en
cuanto a la capacidad de adhesion de las diferentes muestras. En la tabla (5) se resumen
estas observaciones asignando cruces para representarlo: se asignd + a las cepas con
menor capacidad de adhesion y ++++ a las de mayor capacidad. Como puede
observarse las cepas 1039 y 112U presentaron baja capacidad de adhesion, las cepas
627-05 y 648 mostraron media capacidad y las cepas 10231 y 521 son las que se

adhirieron con mayor fuerza a la caja.

Capacidad de adhesion de cepas de Candida albicans en orden creciente
Cepa 1039 112U 627-05 648 10231 520
Capacidad + + ++ +++ ++++ ++++
de
adhesion

Tabla 5. Capacidad de adhesién al poliestireno de las cepas de C. albicans aisladas. Se ordenan de
menor a mayor adhesion.
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Formacion de biopelicula a partir de cepas de C. albicans obtenidas de
aislados clinicos.

Después del proceso de adhesion durante 1.5 hr y se realizaron los lavados se coloco el
medio RPMI 1640 suplementado con la finalidad de que se formaron las biopeliculas.

En la figura (7) podemos apreciar imagenes representativas de la morfologia y
estructura de las biopeliculas obtenidas después de 6 hrs de incubacion para cada una
de las cepas analizadas. Las cepas 1039 y 112U clasificadas con baja capacidad
Unicamente presentaron levaduras (blastosporas), fueron incapaces de formar hifas y se
desprendian facilmente de la superficie. Las cepas 627-05 y 648 por su parte, se
adhirieron con mayor fuerza a la placa y mostraron filamentos pero no alcanzaron una
estructura tridimensional compleja. Otra diferencia importante fue que la cepa 627-05
presentO blastosporas e hifas largas y delgadas, al contrario de la cepa 648 cuyas hifas
fueron cortas y mas anchas y fue mayor la cantidad de blastosporas. Finalmente, en las
cepas de referencia (ATCC 10231) y la 520 hubo presencia de hifas, pseudohifas y
blastosporas y presentaron una red mas compleja con mayor densidad aunque se
observé mayor heterogeneidad en la cepa de referencia. La estructura que presentaron
estas dos cepas era la caracteristica de las biopeliculas reportadas en la literatura
demostrando que la presencia de hifas es fundamental para la adhesion a la superficie y
mantener unidas a las microcolonias permitiendo que se desarrolle una red

tridimensional bien estructurada.
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Figura 7. Caracteristicas morfoldgicas y estructurales de las biopeliculas obtenidas después de 6 hrs de
incubacion a partir de las cinco cepas de aislados clinicos y la cepa de referencia .Cepas con baja
capacidad de formacion de biopelicula a) cepa 1039 y b) 112U. Cepas con mediana capacidad, c) cepa
62705, d) cepa 648. Cepas con alta capacidad de formacién de biopelicula e) cepa 10231, f) cepa 520
Microscopia Optica 40X.
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Estandarizacion de la técnica de extraccion de RNA

La extraccion de RNA se llevd a cabo por medio de lisis con perlas de vidrio seguida
por la extraccion con fenol cloroformo. Para la lisis fue necesario hacer algunas
modificaciones principalmente en el tiempo de contacto de la levadura con las perlas de
vidrio con la finalidad de lograr la recuperacion de una buena cantidad de RNA a partir
de las biopeliculas y que ademas presentara una calidad y pureza adecuadas.

En la figura 8 se muestran imagenes de geles de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro
de etidio en los que se observa la integridad del RNA obtenido después de 3,5y 7
minutos de lisis con las perlas de vidrio. Como se puede apreciar, los 3 minutos que
indica la técnica original produjeron rendimientos muy bajos de RNA y en el gel apenas
son visibles las bandas. Con 5 minutos de lisis las bandas obtenidas presentan una buena
intensidad e integridad, la cual disminuye cuando se incrementa el tiempo a 7 minutos y

se observa una mayor degradacion.

Tiempo de lisis con perlas de vidrio
3 min 5 min 7 min
S 5N b o i
«— 28 S
5. «—18S
|
s A | 58

Figura 8. Integridad del RNA obtenido a partir de diferentes tiempos de lisis celular por duplicado. Geles
de agarosa al 1.5 % tefiidos con bromuro de etidio.
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En la tabla 6 se puede observar la concentracion obtenida para cada uno de los tiempos
empleados, asi como la pureza calculada a partir de las lecturas As260/As280. Se
muestran los rangos obtenidos después de varias extracciones. Como se pueda apreciar
a nivel de pureza no hubo diferencias importantes pero si en cantidad e integridad
(observada en el gel).

3 min 5 min 7 min
Concentracién
(ng/ml) 1 10-60 10-90
As260/As280 1.16-2.0 1.27-2.1 1.1-2.0

Tabla 6. Comparacion de la cantidad y pureza del RNA obtenido a tres tiempos diferentes de lisis celular
con perlas de vidrio.

En base a lo anterior se seleccionaron 5 minutos de lisis como el tiempo Optimo a

utilizar y fue adecuado tanto para las células plancténicas como para las biopeliculas.

Niveles de expresion del gen ADH1 de diferentes cepas de C. albicans
evaluadas por RT-PCR

Para poder evaluar los niveles de expresion del gen ADH1 se empleo la técnica de RT-
PCR. Las extracciones de RNA se trabajaron tanto para células plancténicas como para
biopeliculas, es importante sefialar que ambas extracciones de RNA se realizaron a
partir de las mismas cepas crecidas la noche anterior a la extraccion, una vez que
alcanzaron la densidad Optica esperada se separaron las células planctonicas y de ahi se
tomo el indculo para la formacion de las biopeliculas esperando hasta las 6 horas para
poder realizar la extraccion. Una vez que se extrajo el RNA se igualaron las
concentraciones y se obtuvo el cDNA correspondiente a cada una de las cepas
empleadas. Finalmente se amplificé el gen ADH empleando los primers ADH14F y
ADHI1R que generaron un fragmento de 544 pb. Empleamos Unicamente 28 ciclos de
amplificacion para poder hacer la prueba semi cuantitativa y que nos permitiera ver
diferencias en la expresion (Luna 2012). Como control se empled el gen de actina y se

amplific6 empleando los primers ACT1F Y ACT2R obteniendo un producto de 443 pb.
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En la figura 9 se observa el gel correspondiente mostrando los productos de
amplificacion. Como se puede apreciar hay diferencias importantes en los niveles de
expresion del gen ADHL1 entre las diferentes cepas evaluadas, en tanto que el control de

actina permanece practicamente constante en todas ellas.

1 2 3 45 6 7 CARRIL

1 Marcador de peso
molecular

Cepa 1039

Cepa 112U

Cepa 62705

Cepa 648

Cepa 10231

Cepa 520

600 pb =pp-

N oo BN

600 pb =P

Figura (9). Productos de PCR. A. Se muestran los productos obtenidos para la amplificacion del gen
ADHL1 de cada una de las cepas probadas. B. Se muestran los amplificados para el gen de actina. Las

flechas indican la banda correspondiente a 600 pb del marcador ladder 100pb. Gel de agarosa al 1.5%

tefiido con bromuro de etidio.

En la figura 10 se muestran las imagenes correspondientes a los productos de ADH1
como de actina y se comparan los niveles de expresion en las células planctonicas con
las biopeliculas, para lo cual los valores obtenidos para el gen ADH1 fueron

normalizados con los de actina.
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Biopeliculas Planctonicas

A 1039 112U 627-05 648 10231 520 1039 112U 627-05 648 10231 520
ADH1
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Niveles de expresion del Gen ADH1
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Figura 10. Niveles de expresion del gen ADH1 en cepas provenientes de aislados clinicos, comparacion
entre biopeliculas y células plancténicas. A, imagenes correspondientes a los geles de agarosa al 1.5 %
tefiidos con bromuro de etidio. B. Gréafica correspondiente al analisis de imagenes considerando la unidad

de area. Las iméagenes de los geles mostradas se procesaron a 8 bits.
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Como se puede apreciar, para todas las cepas empleadas, los niveles de expresion
fueron menores en biopeliculas (barras rojas) que en células plancténicas (barras azules)

aunque se aprecian diferencias entre cepas en cuanto a los niveles de sobre-expresion.

Por otra parte, las cepas que presentaron niveles de expresion menores del gen ADH1
fueron la 1039 y 112U, cepas que presentaron menor capacidad de adhesion y de
formacion de biopelicula. Las cepas restantes, con mediana y alta capacidad (627-05,
648, 10231 y 520) presentaron niveles de expresion mayores.

Si se analizan en conjunto los resultados de la capacidad de adhesién, con las
caracteristicas morfoldgicas y estructurales de las biopeliculas formadas y los niveles de
expresion de ADH1 en estas Ultimas se observa que a mayor adhesién y complejidad de
la biopelicula formada es mayor la expresién de ADH1 quedando en primer lugar la
cepa 10231, seguida de la 520, 648, 627-05 y finalmente 112-U y 1039 cuyas
biopeliculas Unicamente estaban formadas por blastosporas. Respecto a las células
planctonicas no hay diferencias significativas entre las cepas con media y alta

capacidad.

Efecto del etanol

Debido a que se ha reportado que el alcohol etilico tiene un efecto inhibidor en la
formacién de biopeliculas decidimos profundizar un poco mas en ello y evaluar los
niveles de expresion del gen ADH1 bajo estas condiciones. En la figura 11 podemos
apreciar el efecto del etanol encontrando que a una concentracion del 2% ya habia
disminucion de formas filamentosas y aumento de levaduras (comparado con el control

sin etanol). Este efecto fue aun mas evidente al aumentar la concentracion al 4%.
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Control

Etanol 2%

Etanol 4%

Figura 11. Efecto del etanol sobre el desarrollo de biopeliculas de C. albicans ATCC10231. El desarrollo
de la biopelicula se llevé a cabo en ausencia y presencia de etanol al 2 y al 4%. Observacion al
microscopio invertido con un aumento de 40X.
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Bajo estas condiciones se extrajo el RNA y se evalud el nivel de expresion del gen
ADH1 por medio de RT-PCR. Como se observa en la figura 12 hay un aumento de 1.5
veces en la expresion cuando la biopelicula se desarrolld en presencia de etanol al 4%

respecto al 2%. De acuerdo a los resultados anteriores el etanol aumenta la expresion
del gen ADHL.

A B
Mw V. % 2% Etanol
2% Tmde Area5512.397 #
/\
[
A
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Figura 12. Niveles de expresion del gen ADH1 en biopeliculas de C. albicans desarrolladas en presencia
de etanol. A. Gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio mostrando los productos amplificados
de la cepa de referencia 10231 ATCC crecidas en etanol al 2 % y 4 %. B. Graficos analizados mediante
ImageJ, se observa el area bajo la curva correspondiente a cada muestra.
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Discusién

Las levaduras del género Candida, como son Candida albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis y C. tropicalis son capaces de formar biopeliculas en practicamente
cualquier material implantado en el humano. Las biopeliculas son la primera causa de
mortalidad en pacientes inmunocomprometidos y hospitalizados debido a que causan
candidiasis recurrentes e invasivas dificiles de erradicar. Se ha demostrado que las
células que forman parte de la biopelicula muestran una elevada resistencia a los
tratamientos antifingicos y a los mecanismos de defensa del hospedero ademas de que
presentan una gran capacidad de adherirse a los biomateriales (Cuéllar 2012). Por lo
anterior, entender los mecanismos que favorecen la formacion de biopeliculas ayudaria
a desarrollar herramientas que permitan su deteccion o prevencion y para identificar

nuevas estrategias antifungicas (Bonhomme 2013).

Previamente en el laboratorio, Hernandez (2013) analiz6 26 aislados clinicos y la cepa
de referencia ATCC 10231 respecto a su capacidad de formacion de biopeliculas,
pudiendo hacer una clasificacion en cepas de alta, media y baja capacidad. El soporte
que empleo fueron placas de poliestireno de 96 pozos que de acuerdo a lo reportado por
Ramage (2005) es un material que promueve la adherencia de las levaduras y ha sido
considerada como la técnica de eleccion. Al analizar los resultados no se encontrd
ninguna relacion entre el origen anatomico del que provenia la cepa y su capacidad de
formacién de la biopelicula, lo que concuerda con los resultados reportados por Jin
(2003), Li (2003), Shin (2002), Duran (2007) y Villar (2011), sin embargo, si hay

diferencias importantes entre los aislados clinicos.

Aunque son muchos los genes que se han relacionado con la produccion de biopeliculas
nuestro interés especifico sobre el gen ADHL1 es porque se le ha relacionado con la
produccién de biopeliculas bacterianas, especificamente en Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa (Becker 2001, Finelli 2003). En 2006, Mukherjee vy
colaboradores demostraron que existe una relacion entre el gen ADH1 de Candida

albicans y su capacidad para producir biopeliculas.
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En este trabajo nos interesamos en analizar los niveles de expresion del gen ADH1 en
algunas de estas cepas de C albicans con diferente capacidad de formacién de
biopeliculas por medio de la técnica de RT-PCR tratando asi de profundizar un poco
mas en la comprension de este tema. Para ello empleamos placas de poliestireno y una
vez que se estandarizaron las condiciones de crecimiento fue posible obtener
biopeliculas de C. albicans con las caracteristicas reportadas en la literatura, es decir,
estructuras tridimensionales bien organizadas en las que se observaron hifas,
pseudohifas y levaduras (Baillie 1999, Ramage 2002, 2005), esto ultimo sélo se observé
con la cepa de referencia ATCC 10231 y la cepa 520, ambas clasificadas como de alta
capacidad. Las dos cepas correspondientes a media capacidad, 627-05 y 648,
presentaron biopeliculas menos densas, con diferencias entre ellas en el tamafio y grosor
de la hifa y proporcion hifas/levaduras. Finalmente, las cepas 1039 y 112U, clasificadas
como de baja produccion de biopelicula, estaban formadas Unicamente por levaduras y
en ningin momento formaron pseudohifas o hifas, incluso después de 24 horas de

incubacion.

Estas observaciones estuvieron estrechamente relacionadas con la capacidad de
adhesion que presentaron durante las primeras 1.5 hrs; las cepas que se adhirieron poco
no fueron capaces de presentar el cambio morfogenético de levadura a hifa y tampoco
formaron una biopelicula bien estructurada, en cambio, las cepas con mayor capacidad

de adhesion fueron las que produjeron una biopelicula bien estructurada.

Si bien los experimentos para la evaluacion del gen ADH1 en la formacion de la
biopelicula se llevaron a cabo a las 6 horas de incubacion, cabe mencionar que las
observaciones morfologicas continuaron hasta las 24-48 horas, tiempo suficiente para

que, en su caso, pudieramos observar una biopelicula madura.

El papel importante que juega la filamentacion en la formacion de biopeliculas de C.
albicans ha sido reportado por varios autores que mencionan que aunque se han
observado biopeliculas de blastosporas (levaduras), son las hifas las que proporcionan la
arquitectura caracteristica de las biopeliculas maduras, incluso, estudios realizados con
mutantes que no presentan la capacidad de adquirir la forma filamentosa son incapaces
de producir biopeliculas (Baillie 1999, Ramage 2002). Esta estructura tridimensional
tan bien organizada facilita la entrada de nutrientes, la eliminacion de desechos y el

establecimiento de micronichos (Ribot 2005).
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Garcia (2004), Cao (2005) corroboran los resultados anteriores, al demostrar la
subexpresion de muchos genes inducidos especificamente en la forma de hifa que
también tiene efectos en la disminucion de la formacion de biopeliculas. Sin embargo,
también se debe considerar que la regulacion entre la formacion de hifas y biopelicula
es independiente, hay cepas que no forman biopelicula pero si forman hifas en medio
liquido. Andlisis de microarreglos indican que mutantes en el factor de transcripcion
BCR1 podrian estar inactivando adhesinas como Hwplp y Als3p que pueden participar
en el mantenimiento de la integridad de la biopelicula indicando entonces que se trata de
alteraciones funcionales y no estructurales de la formacién de la biopelicula (Nobile
2005, Ribot 2005). Otro ejemplo es TYE?7, cuya inactivacion afecta la formacién de la
biopelicula pero no la morfogénesis ya que es un gen necesario para una glucélisis

eficiente durante la formacion de la misma (Bonhomme 2011).

Con respecto a la capacidad de adhesion de las levaduras a las superficies se ha
considerado que este factor juega un papel importante en la patogenicidad de C.
albicans. La adhesion es un paso importante para la colonizacion y establecimiento de
la infeccidn. Una adhesion irreversible a los tejidos del hospedero o bien, a los
dispositivos médicos empleados trae como consecuencia la formacion de biopeliculas,
las cuales son dificiles de erradicar y comprometen la salud del paciente pudiendo

presentar candidemias.

Raut y colaboradores (2010) evaluaron la capacidad de adhesion de cincuenta aislados
clinicos de C. albicans al poliestireno, encontrando variaciones importantes entre las
diferentes muestras que iban desde 79 hasta 478 células unidas por campo observado, lo
cual esta de acuerdo con lo que nosotros encontramos en las cepas analizadas donde
observamos diferencias importantes en su capacidad de adhesion. También nuestros
resultados coinciden con Kimura (1980) puesto que demostramos que las cepas 10231 y
520 que formaron tubos germinativos fueron mas adhesivas que las cepas que no lo
hicieron; cepas 1039 y 112U, y se not6 que estas ultimas fueron incapaces de formar

biopelicula.

Los resultados de Nobile (2008) demuestran que las hifas son células especializadas en
presentar moléculas de adherencia y es por esa razén que soportan la integridad de la

biopelicula.
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En lo que corresponde a la evaluacion de los niveles de expresién del gen ADH1
encontramos que las cepas que presentaron mayor expresion fueron aquellas que
también presentaron una mayor adherencia y capacidad de producir biopelicula, en tanto
que las cepas que tuvieron una baja expresion, se adhirieron menos y la biopelicula
estuvo formada Unicamente por blastosporas, incapaces de presentar el cambio

morfogenético.

Mukjerhee (2006) y colaboradores reportaron que la mutante del gen ADH1 genera una
biopelicula méas gruesa e incrementa su capacidad de invadir y dafiar tejidos de la
mucosa, Y lo corroboraron con el uso de inhibidores de la actividad de la enzima alcohol
deshidrogenasa observando que esta inhibicién favorece la capacidad de produccion de
una biopelicula mas densa. Con esto, ellos muestran que la disminucion de la expresion

del gen ADHL1 o la inactivacion de la proteina origina biopeliculas méas gruesas.

Contrario a estos estudios, nosotros observamos que en cepas en las que no hay
expresion del gen no hay produccion de una biopelicula estructurada y en las cepas en
las que se expresa mas hay mayor produccion de biopelicula. Estos resultados estan de
acuerdo con lo reportado por Swoboda (1994) quien observé que los niveles de mMRNA
de ADHL1 se ven incrementados 3.5 veces en la forma de hifa con respecto a las células
planctonicas. Nuestros resultados también muestran que los niveles de expresion de
ADH1 son caracteristicos de cada cepa y se mantienen tanto en la forma plancténica
como en la biopelicula presentandose siempre ligeramente mas bajo en esta ultima con
respecto a las células planctonicas, lo que estd de acuerdo con lo reportado por
Mukherjee (2006) y Siikala (2011).

Resumiendo lo anterior, las cepas que presentan baja capacidad de formacién de
biopelicula presentan bajos niveles de la expresion del gen ADH1 tanto en la forma
planctonica como en la misma biopelicula, y en aquellas cepas que presentan alta

capacidad hay altos niveles de expresién en ambas formas de crecimiento.

Chauhan (2011) y colaboradores demostraron que el alcohol etilico tiene un efecto
sobre el dimorfismo y el desarrollo de biopeliculas de C. albicans inhibiendo la
formacién de tubo germinativo a partir de una concentracion del 4%. A esta misma
concentracidon observaron una disminucion considerable en la formacion de biopeliculas
después de 24 hrs, encontrando, que la mayoria de las células presentaban la forma

levaduriforme.

41



En nuestro trabajo empleamos la cepa de referencia ATCC 10231 para evaluar el efecto
del etanol sobre la formacion de la biopelicula y la expresion del gen ADH1 y acorde
con lo reportado por Chauhan (2011), observamos una disminucion de la formacion de
biopelicula a partir de una concentracién del 2% de etanol; a una concentracion del 4%
el efecto fue alin mayor. Bajo estas condiciones evaluamos la expresion del gen ADH1
encontrando que a mayor concentracién de etanol (4%) habia un aumento de la
expresion de 1.5 veces respecto a la concentracion de 2% este efecto hasta el momento
no se ha reportado.

La enzima alcohol deshidrogenasa esta involucrada en la conversion de acetaldehido a
etanol. Chauhan (2011 b) demostré que el acetaldehido a una concentracion de 7 mM
inhibe la formacion de levadura a hifa. Esta misma concentracion inhibié el desarrollo
de la biopelicula y sélo se encontraron células levaduriformes por lo que ellos
concluyen que el acetaldehido ejerce un efecto regulador de la morfogenesis implicado
en el cambio de levadura a hifa y la formacion de biopeliculas.

En este trabajo nosotros no medimos los niveles de acetaldehido, sin embargo la
disminucion en los niveles de ADH1 en algunas de las cepas de aislados clinicos
(especificamente 1039 y 112U) pudiera ocasionar un incremento en los niveles de
acetaldehido y esto a su vez traer como consecuencia la inhibicion de la morfogénesis y
de la formacion de biopeliculas observando unicamente células levaduriformes tal y
como lo encontramos en nuestros experimentos. En el resto de las cepas se observo,
aungue en diferente grado, cambio morfogenetico y formacion de biopeliculas lo que
pudiera deberse a que la expresion del gen ADH1 permite que los niveles de
acetaldehido disminuyan. En otras palabras, de acuerdo a nuestros resultados las cepas
que expresan ADH1 en mayor cantidad son mejores formadoras de biopeliculas y esto
podria deberse a que disminuyen los niveles de acetaldehido. Esto Ultimo debera de
comprobarse de forma experimental posteriormente ya que explicaria nuestros

hallazgos.

Por otra parte, recientemente se ha encontrado una relacion entre los niveles de
expresion del gen ADH1 y la resistencia a fluconazol, Yan en 2007 reporté que una
cepa hecha resistente a fluconazol en el laboratorio, presentd niveles mayores de
expresion de la proteina Adhl que una cepa sensible; por otro lado Hui (2013) empled

20 aislados clinicos de candidosis vulvovaginal y encontraron altos niveles de expresion
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de ADH1 en las cepas que fueron resistentes a fluconazol correlacionando
positivamente con los niveles de expresion de los genes CDR1, CDR2 y FLUL, genes

ligados a la resistencia a los azoles.

De acuerdo a los resultados de estos autores cabe la posibilidad de que las cepas que
analizamos en las que se presentan mayores niveles de expresion del gen ADH1 y que
tienen mayor capacidad de adhesién y formacion de biopeliculas también pudieran ser
resistentes a fluconazol y en cambio, aquellas donde hay menos expresion de ADH1 y
son menos adherentes, con menor capacidad de formacion de biopeliculas pudieran ser
sensibles a fluconazol, lo que debera comprobarse en otros estudios.

Los resultados obtenidos en este trabajo ponen en evidencia que hay diferencias
importantes entre la capacidad de formacion de biopeliculas de cepas obtenidas de
aislados clinicos y hay una relacion directa con la capacidad de adhesion a poliestireno,
y los niveles de expresion del gen ADH1. Consideramos que estos factores deberian de
ser considerados al momento de prescribir un tratamiento en vez de generalizar todas las

cepas de C. albicans.

Respecto al papel exacto que desempefia el gen ADHL1 en la produccién de biopeliculas
aun hay mucho por esclarecer, sin embargo aqui se han sentado las bases para futuras
investigaciones como la relacion de los niveles de expresion de este gen con los niveles
de proteina, el uso de otros sustratos, la adhesion a células, la relacion con la resistencia

a los azoles, los niveles de etanol y acetaldehido producidos, entre otros.

En este trabajo demostramos que existe una relacion directa entre los niveles de
expresion del gen ADHL1 en aislados clinicos de C. albicans con su capacidad de
adhesion y de formacién de biopeliculas, y que hay diferencias importantes entre las

cepas analizadas independientemente de su origen anatémico.
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Conclusiones

La capacidad de formacion de biopelicula de C. albicans esta directamente
relacionada con su capacidad de adhesion.

Las cepas que presentaron menor capacidad de adhesion no fueron capaces de
llevar a cabo el cambio de levadura a hifa y sus biopeliculas estuvieron
compuestas Unicamente por células levaduriformes

Las cepas que presentaron mayor capacidad de adhesion fueron capaces de
llevar a cabo el cambio morfogenético y estructurar biopeliculas bien
organizadas con presencia de levaduras, pseudohifas e hifas.

Las cepas que presentaron mayor expresion del gen ADH1 fueron capaces de
producir biopeliculas méas estructuradas, y aquellas con bajos niveles de
expresion formaron biopeliculas mas pobres.

En todas las cepas probadas la expresion del gen ADH1 fue menor en
biopeliculas que en su contraparte, las células planctonicas.

El etanol inhibe la formacion de biopelicula de C. albicans a partir de una
concentracion del 2% y provoca un aumento en la expresion del gen ADH1 de

forma directa al aumento de la concentraciéon
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