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Resumen

LA RESISTENCIA A FLUCONAZOL DE Candida glabrata MEDIADA POR Pdr1y Cdr1 ESTA
SUJETA ASILENCIAMIENTO LOCAL POR LA DESACETILASA DE HISTONAS Hst1

Resumen

Candida glabrata ha emergido como un agente importante de infecciones fingicas. Esta
levadura puede adquirir resistencia a fluconazol, un farmaco usado para el tratamiento de
las candidemias. La resistencia a este farmaco puede generarse a través de mutaciones tipo
ganancia de funcidn en el factor transcripcional Pdrl. Pdrl induce la expresion de los genes
que codifican transportadores con casete de union a ATP (ABC), COR17y CDR2, que
median el transporte activo del azol al exterior de la célula. El incremento en la expresion
de CDR1y CDRZ2 puede también obtenerse por mutaciones en el DNA mitocondrial o por
amplificacion de estos genes. En este estudio demostramos que la expresion de los genes
PDR1 y CDR1, que regulan la respuesta pleiotropica farmacoldgica de C. glabrala, se
encuentra bajo control epigenético por Hstl, una desacetilasa de histonas dependiente de
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD"). Mostramos que la inhibicién de Hstl por NAM
un percusor de NAD", incrementa la resistencia de C. g/abrata a fluconazol. Dado que
Hstl se puede inactivar /7 Vivo, la pérdida del silenciamiento mediado por Hstl puede ser
importante para la adquisicion de resistencia a fluconazol durante la infeccion.

PALABRAS CLAVE. Fluconazol, Silenciamiento, Candida glabrata

PARTICIPACION DEDOS GLUTATION PEROXIDASAS SUBTELOMERICASEN LA RESPUESTA
A ESTRES OXIDANTE DE Candida glabrata

Resumen

Encontramos tres fases abiertas de lectura homdlogas a glutation peroxidasas en el genoma
de C. glabrata (CAGLOCO17059, CAGLOI00264gy CAGLOI00242g). Por sintenia y
analisis de secuencia los nombramos GPX2, GPX3Ay GPX3B, respectivamente. GPX3A y
GPX3B son dos genes que codifican para 2 proteinas muy similares y que se transcriben de
forma divergente. Estos dos genes se encuentran a 17.5Kb y 20 Kb del telomero
izquiredo del cromosoma I, sin embargo, estos genes no estan sujetos a silenciamiento
subtelomerico. Investigamos el papel de estos genes en la respuesta a estrés oxidante en C.
glabrata. La doble mutante gpx3A4 gpx3B4 fue sensible a hidroperoxido de cumeno.
Estos datos sugieren que GPX3Ay GPX3B pudieran codificar para glutation peroxidasas
de fosfolipidos involucradas en la depuracion de hidroperdxidos organicos

PALABRAS CLAVE. Glutation peroxidasas, estrés oxidante, Candida glabrata
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Abstract

THE FLUCONAZOLE RESISTANCE OF Candida glabrata MEDIATED BY Pdr1 AND Cdr11s
UNDER CONTROL OF LOCAL SILENCING BY THE HISTONE DEACETYLASE Hst1

Summary

Candida glabrata has emerged as a common cause of fungal infections. This yeast can
acquire resistance to fluconazole, a drug used for the treatment of candidemias. Resistance
to this drug can develop through gain-of-function mutations in the transcriptional regulator
Pdrl. Pdrl induces the expression of ATP-binding cassette (ABC) transporter-encoding
genes, CDR1 and CDR2Z, that mediate azole efflux from the cell. The increased expression
of CDR71 and CDRZ can also be caused by mutations in mitochondrial DNA or genetic
amplification of these genes. In this study, we show that expression of PDRT and CDR7
genes, which regulate the pleiotropic drug resistance of C. g/abrala, is under epigenetic
control by Hstl, a nicotine adenine dinucleotide (NAD") dependent histone deacetylase.
We show that the inhibition of Hstl by NAM, a NAD" precursor, results in increased
resistance to fluconazole in C. glabrata. Since Hstl can be inactivated /17 Vivo, the loss of
silencing mediated by Hstl1, could be important for the acquisition of fluconazole resistance
during infection.

KEY WORDS. Fluconazole, Silencing, Candida glabrata

TWO SUBTELOMERIC GLUTATHIONE PEROXIDASES ARE INVOLVED IN OXIDATIVE STRESS
RESPONSE IN Candida glabrata

Summary

Three glutathione peroxidase homologs (CAGLOC01705g, CAGL0/00264g and
CAGLOI00242g) were found in Candida glabrata genome. By synteny and sequence
analysis we named them GPXZ, GPX3A and GPX3B, respectively. GPX3A and GPX3B are
two genes which encode 2 highly similar proteins. These two genes are divergently
transcribed. GPX3A and GPX3B are localized 17.5Kb and 20Kb from the left telomere in
chromosome I, however we showed that the GPX3A/GPX38B loci are not silenced. We
investigated the involvement of these genes in the oxidative stress response of C. glabrata.
The gpx344 gpx3BA double mutant was sensitive to cumene hydroperoxide. These data
suggest that GPX3A and GPX3B could encode phospholipid glutathione peroxidases
involved in scavenging organic hydroperoxides.

KEY WORDS. Glutathione peroxidase, Cumene, Candida glabrata
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CAPITULO |

LA RESISTENCIA A FLUCONAZOL DE Candida glabrata MEDIADA
POR PDR1Y GCDR1 ESTASUJETA ASILENCIAMIENTO LOCAL POR
LA DESACETILASA DE HISTONAS HSTT



Introduccion.

Candida glabrata es un hongo patdgeno oportunista que en las dos ultimas décadas ha
emergido como la segunda causa mas comun de infecciones fungicas. C. glabrata se aisla
de entre el 20% y el 24% del total de las candidemias (Trick éf 4/, 2002, Pfaller &
Diekema, 2007, Pfaller & Diekema, 2010). Esta caracteristica se debe en gran medida a la
resistencia innata de C. g/abrala a las drogas antifungicas, especialmente a los azoles, y al
desarrollo de esta resistencia en respuesta a la exposicion al farmaco durante el tratamiento
(Perea & Patterson, 2002, Sanglard & Odds, 2002, Sanglard, 2002).

Los azoles son los antifingicos mas comunmente usados para el tratamiento de infecciones
de mucosas y sistémicas. El incremento en la incidencia de infecciones ocasionadas por C.
glabrata se dio en forma paralela a la introduccion de los triazoles en 1990 (Trick et al.,
2002). Los azoles inactivan a la enzima P-450 lanosterol 14-a desmetilasa codificada por el
gen ERG11 e inhibe el crecimiento fingico por la acumulacion de esteroles metilados
potencialmente toxicos (Parkinson éf a4/, 1995, Richardson éf al, 1990). Se ha
documentado que el incremento en la transcipcion del gen ERG77 (CAGLOE04334g)
debido a la duplicacion del cromosoma E, genera resistencia a fluconazol en C. glabrata
(Marichal et al., 1997). Sin embargo, el principal mecanismo que confiere resistencia a
fluconazol en esta levadura es la sobreexpresion de genes que codifican para bombas
transmembranales de las superfamilias ABC (de ATP Binding Cassette) y MFS (Major
Facilitator Superfamily), que expulsan activamente el farmaco de la célula (Parkinson et
al., 1995, Miyazaki éf al., 1998, Sanglard éf al., 2001).

La baja susceptibilidad de C. g/abrata al fluconazol se debe a diferentes factores y uno de
ellos es la sobrexpresion de los transportadores tipo ABC Cdrl y Cdr2 (Sanglard éf al.,
1999, Miyazaki et al., 1998, Morschhauser, 2010) que dependen del factor transcripcional
Pdr1 para su expresion (Vermitsky & Edlind, 2004, Tsai éf a/., 2006). La sobreexpresion de
estos transportadores en C. glabrata puede deberse a diferentes alteraciones genéticas, que
incluyen: [1] Mutaciones de ganancia de funcion en el factor transcripcional Pdrl (Ferrari
et al., 2009) [2] Incremento en la dosis génica de los transportadores por amplificacion
(Polakova ét al., 2009) o [3] Mutaciones en el DNA mitocondrial (Ferrari éf a/., 2011). Sin
embargo, hasta el momento no existen reportes que relacionen cambios epigenéticos con
adquisicion de resistencia al fluconazol, aun cuando estos mecanismos controlan procesos
de virulencia en C. glabrata como la adherencia (Domergue éf al., 2005), la respuesta a
estrés oxidativo (datos no publicados del laboratorio) y la adaptacion a nichos especificos
del hospedero limitantes en niacina (Ma éf a/., 2009).

En C. glabrata, Sir2 es una desacetilasa de histonas dependiente de NAD" que participa en
el silenciamiento de genes subteloméricos, algunos de los cuales estdn implicados en
virulencia (De Las Penas éf al., 2003, Domergue et al., 2005). C. g/abrata, al igual que en
Saccharomyces cerevisiae [levaduras cercanas filogenéticamente] cuenta con cuatro genes
paralogos a S/R2, denominados HST77-4 (Homologue of Sir2 por sus siglas en inglés). En
ambas levaduras, Hstl funciona como un corepresor que silencia genes mediante la
modificaciéon de la cromatina de manera local impidiendo la activacion del promotor.
Ademas, Hstl controla la homeostasis de NAD" (su propio cofactor) (Bedalov éf al., 2003,
Robert et al., 2004, Ma et al., 2009), es decir, Hst1 controla su propia actividad. De manera
interesante, tenemos evidencia que indica que una cepa mutante /SI7TA es altamente
resistente a fluconazol (E. Zavalza, datos no publicados), y consistente con esta
observacion, existe un reporte donde analizaron la expresion de todos los genes del genoma



de C. glabrata en ausencia de HST7 y dentro de la lista de genes que se sobreexpresan, se
encuentran los transportadores COR7y CDRZ, asi como el factor transcripcional PDRT
(Ma et al., 2009). Estos datos sugieren que Hstl pudiera estar regulando la respuesta
pleiotropica farmacologica de C. glabrata a través de la represion de PDR1, CDRT y/o
CDRZ2. Para determinar la participaciéon de Hstl en la regulacién de estos genes en la
resistencia a fluconazol, construimos cepas mutantes sencillas pdriA, cdriA y cdrZA, y
mutantes dobles ASITA pdriA, hstiA cdriA y hst1A cdrZA, y evaluamos genéticamente la
participacion de Hstl en respuesta al antifingico. También evaluamos la resistencia a
fluconazol al inhibir la actividad de Hstl en estas cepas en presencia de altas
concentraciones de nicotinamida (NAM), un inhibidor especifico de la actividad de las
sirtuinas. Encontramos que PDRTy CDR7 son los principales efectores involucrados en la
resistencia a fluconazol de la cepa CGM1 de C. glabrata. En cambio, CDRZ no participa en
esta respuesta. Sin embargo, ain cuando Pdrl y Cdrl son esenciales para la resistencia, la
pérdida del silenciamiento mediado por Hstl protege a las cepas hipersensibles ¢dr7 y
par1. Esto indica que Hstl actia como represor de PDR7y CDR1T pero también sugiere la
existencia de otro transportador regulado por Hstl. Ademas por ensayos de expresion
génica semicuantitativa (RT-PCR), se confirmé que la expresion de CORT'y PDRT se
incrementa en ausencia de 4577 o inhibiendo su actividad con NAM. Nuestros resultados
indican que la respuesta pleiotropica de C. glabrala esta sujeta a una capa de regulacion
epigenética local por Hstl.

Resultados.

Generacion de cepas mutantes.

Por datos de laboratorio sabemos que una cepa AStTA de Candida glabrata es altamente
resistente a fluconazol. En C. glabrata la resistencia a azoles es mediada principalmente
por los transportadores tipo ABC Cdrl y Cdr2, asi como del factor transcripcional que los
regula Pdrl (Sanglard et al., 1999, Miyazaki et al., 1998, Vermitsky & Edlind, 2004). Para
determinar si estos genes estan implicados en la resistencia a fluconazol en nuestra cepa de
referencia CGM|1, construimos mutantes sencillas pdriA, c¢driA y cdrZA y evaluamos su
susceptibilidad a fluconazol. Ademds, para determinar si la resistencia a fluconazol
mediada por Pdrl, Cdrl y Cdr2 estd sujeta a regulacion negativa por la desacetilasa de
histonas Hstl, construimos también las tres mutantes dobles pdri1A hstiA, cdr1A hstiA 'y
carZA hst1A. Las mutantes nulas en estos genes las construimos mediante el reemplazo,
por doble recombinacion homologa, del gen silvestre por un producto de fusion de PCR,
que consiste de un casete de resistencia a higromicina (P pg7::fp/::3’ 1s3) flanqueado por
dos secuencias homdlogas, una de la region 5’ y la otra de la region 3’ del gen a interrumpir
(Ver Materiales y Métodos). De esta forma se construyeron mutantes tanto en el fondo
génico de la cepa silvestre como en la mutante /s/7A. Las mutantes se seleccionaron por su
resistencia a higromicina y la sustitucion se verifico mediante PCR. En total se obtuvieron
6 cepas mutantes: pariA, cdriA, cdrZA y hst1A pdriA, hstiA cdriA y hst1A cdrZA, cada
una con su duplicado (Figura 1).

PDR1 y CDRI1 estan involucrados en la resistencia a fluconazol en C. glabrata

Se ha demostrado que la ausencia del factor transcripcional Pdrl, y de los transportadores
Cdrl y Cdr2 hace a C. glabrata hipersensible a fluconazol (Sanglard et al., 1999, Miyazaki
et al., 1998, Vermitsky & Edlind, 2004). Para determinar si estos genes son responsables
también de la resistencia a fluconazol en nuestra cepa de laboratorio CGMI, realizamos



ensayos de resistencia al antifungico con la cepa silvestre (CGM1), las mutantes pdriA
(CGM1094), cdriA (CGM1096), cdrZ2A (CGM1098) y hst1A (CGM84) La cepa silvestre
(wt) fue sensible a partir de 16ug/mL de fluconazol ,mientras que la mutante ASt7A fue
capaz de crecer hasta 64pg/mL (Figura 2A). La mutante en el factor transcripcional PDR7
y la mutante en el transportador CDRT fueron sensibles a 2ug/mL. Este resultado es
consistente con lo que se ha reportado para cepas de C. glabrala (Figura 2B) (Sanglard et
al.,, 1999, Vermitsky & Edlind, 2004). La mutante en el gen que codifica para el
transportador CDR2 se comporto igual que la cepa silvestre (Figura 2B). Estos datos
indican que PDR7y CDR7 son los principales efectores involucrados en la resistencia a
fluconazol en la cepa CGM1 de C. glabrata y que Hstl es un regulador negativo de esta
respuesta. Ademads, Cdr2 no participa en la resistencia a fluconazol o su participacion esta
enmascarada por la actividad de los otros transportadores.

Hst1 regula negativamente la respuesta pleiotropica farmacologica de C. glabrata

La cepa AstTA es altamente resistente a fluconazol (Figura 2A) esto sugiere que Hstl
podria ser un represor de la expresion de los genes involucrados en la resistencia
multifarmacologica. Dado que PDR7 y CDR7T son los principales mediadores de esta
respuesta (Figura 2B), nos preguntamos si Hstl podria regular negativamente a PDR7 y/o
CDR1. Decidimos determinar genéticamente el efecto de Hstl sobre los genes de la
respuesta pleiotropica farmacologica (PDR7 y CDRY). Para esto realizamos ensayos de
resistencia a fluconazol con las mutantes sencillas pdr7A (CGM1094), cdriA (CGM1096)
y las dobles mutantes ASITA pdriA (CGM1117), hstiA cdr1A (CGM1207). También
hicimos este experimento inhibiendo la actividad de Hstl en presencia de 10 mM de NAM
para simular la pérdida del silenciamiento mediado por Hstl. La cepa silvestre (wt)
incremento su resistencia a fluconazol en presencia de NAM, de 4 pg/mL a 64pg/mL
(Figura 3A). Esto sugiere que la inhibicion de Hstl con NAM, desreprime genes
implicados en la adquisicion de resistencia a fluconazol. La adicion de NAM no
incremento la resistencia a fluconazol de la cepa Ast7A de 64ug/mL (Figura 3A), es decir,
este dato indica que la resistencia de la cepa silvestre a fluconazol en presencia de NAM se
puede deber a la inhibicién de Hstl y no por la inhibicion de otra sirtuina.
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Fig. 1. Construccion de mutantes por reemplazo génico de un solo paso mediante PCR
de fusion. (A) La PCR de fusion consistio en 2 rondas de PCR. En la primera ronda (A1),
se amplifico a partir de DNA gendmico las regiones 5’ y 3° del gen a interrumpir: se usaron
los oligonucledtidos 1 y 2 para amplificar la secuencia 5°, los oligonucle6tidos 3 y 4 para
la regién 3" y los oligonucledtidos A y B para amplificar el marcador de seleccion (/ph).
En negro se sefalan los extremos de los oligonucledtidos 2 y 3 que contienen secuencias
complementarias al marcador de seleccion y que son utilizados como cebadores para
fusionar los 3 fragmentos en la segunda ronda de PCR. En la segunda ronda de PCR (A2),
se fusionan los 3 fragmentos generados en la primera ronda: los 3 fragmentos se fusionan
en una reaccion de PCR con los oligonucleétidos 1 y 4. (B) Diagnostico de las mutantes por
PCR. El correcto reemplazo se verificod al 5° con los oligonucleotidos 7 y C, mientras que al
3’con los oligonucledtidos 8 y D (B1). La ausencia del gen en las cepas mutantes se
determind con la pareja de oligonucledtidos internos al gen, 5 y 6 (B1). Finalmente, el
reemplazo del gen silvestre se confirm6 con los oligonucledtidos 7 y 8 (B1). Anaélisis por
PCR de las mutantes (B2).



FIGURA 2.

A [FLC] [
pg/mL

Noos
Yoo0e: |eoe:
4

wt

64

B rLq
pg/mL

pdriA

64
Fig. 2. PDR1 y CDRT7 son los principales efectores del fenotipo de resistencia a
fluconazol de C. g/abrata CGM1. Ensayo de sensibilidad a fluconazol en el tratamiento
cronico de la cepa silvestre y las mutantes AstIA, pdrIA, cdriIA y cdr2A. Cultivos saturados
en fase estacionaria de las cepas CGM1 (WT) y las mutantes /stTA (CGM84), pdriA
(CGM1094), cdr1iA (CGM1096) y cdrZA (CGM1098) de C. glabrata, se diluyeron a
ODgoonm de 0.5 en agua destilada. Se hicieron diluciones logaritmicas seriadas y se
inocularon en medio rico YPD con diferentes concentraciones (0 a 64 pg/mL) de
fluconazol. Las cajas se incubaron a 30°C durante 2 dias (ver Materiales y Metodos). La
cepa silvestre es sensible a 16ug/mL de fluconazol mientras que la cepa Ast/A puede crecer
hasta 64 pg/mL. Tanto la cepa que carece del factor transcripcional PDR7T como la que
carece del transportador CDR17 son sensibles a 2 ug/mL del antifingico. Y la cepa mutante
en el transportador CDR2 se comporta como la cepa silvestre.




De forma interesante, las mutantes pdr7A y cdriA que son sensibles a una concentracion
baja de fluconazol [2pg/mL] (Figuras 2B y 3), en ausencia de Hstl o en presencia de NAM
en el medio, incrementa ligeramente su resistencia a fluconazol, a 4pug/mL (Figura 3). Esto
indica que la ausencia o la inhibicién de Hstl causa la desrepresion de PDRTy CDRT pero
tambien de genes adicionales que participan en la respuesta pleiotropica farmacologica.
Estos datos tambien sugieren que Pdrl pudiera transcribir con mayor facilidad a sus genes
blanco en ausencia de la represion mediada por Hstl. Estos datos geneticos que describen a
Hstl como un regulador negativo de la expresion de PDRT y CDR7 se confirmaron
mediante el analisis de los transcritos de estos genes por medio RT-PCR. Ambos genes,
principalmente CDR7, se inducen en ausencia del silenciamiento mediado por Hstl o en
presencia de NAM (Figura S1, J. Juarez, datos no publicados). En resumen, estos datos
indican que Hstl actia como represor tanto del factor transcripcional PDRT como del
transportador CDR7 y la ausencia de represion da como resultado el incremento de la
resistencia de la cepa silvestre a fluconazol.

Materiales y métodos

Cepas y condiciones de crecimiento.

La cepa de Escherichia coli'y todas las cepas de C. glabrata utilizadas en este estudio estan
descritas en la Tabla 1. Los cultivos de C. glabrata se hicieron en YPD (del inglés Yeast
extract-Peptone-Dextrose) que contiene extracto de levadura al 1%, peptona al 2%, glucosa
al 2% y 25mg/L de uracilo (Sigma Aldrich®). El medio YPG para identificar las mutantes
petite, es igual que YPD pero se substitutye la glucosa por 3% de glicerol. Para el medio de
seleccion con higromicina (A. G. Scientific®), se agregé al medio el antibiotico a una
concentracion final de 440ug/mL. Para medio solido, se agregd 2% de agar. Las cepas de
C. glabrata se resguardaron en glicerol al 15% a -80°C.

Construccion de mutantes

Para generar los fragmentos para construir las mutantes en los genes PDR1, CDR1y CDR2
de C. glabrala, se realizo una PCR de fusion. La estrategia de PCR de fusion esta descrita
en la figura 1 y los oligonucledtidos utilizados estan descritos en la tabla 2. Los fragmentos
para hacer las mutantes se construyeron de la siguiente manera: la primera ronda de PCR se
llevé a cabo en 30ul de volumen final con 0.3ul de polimerasa Phusion de Finnzymes®, 1X
de Buffer HF, 100nM de cada oligonucleotido, y 400uM de dNTPs y de templado El
templado para las secuencias flanqueantes de PDR1, CDR1y CDR2 fue DNA genémico de
la cepa CGM1 vy el templado para el marcador de higromicina (Ppgx7::hph::3’ 1is3) fue el
plasmido pAP599. La reaccion de PCR se realiz6 de la siguiente manera: 98°C por 1min
15seg; 25 ciclos de 98°C por 10seg, 61°C por 30seg, 72°C por 15seg y finalmente 72°C por
Smin. Las secuencias flanqueantes y el casete de higromicina se purificaron por QIAquick
gel extraction kit (Qiagen®). La reaccion de fusion se llevo a cabo en 30pl de volumen final
con 0.5ul de polimerasa Expand Long Template PCR System de Roche®,1X de Buffer 3,
500nM de cada
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Fig. 3. La ausencia o inhibicion de la actividad de Hst1 incrementa la resistencia a fluconazol de la cepa silvestre y de las
mutantes pdr7Ay cdriA. Ensayo de sensibilidad a fluconazol de la cepa silvestre, pdriA y ¢driA en ausencia e inhibicion de Hstl.
Diluciones seriadas de cultivos saturados de las cepas CGM1 (WT), /stTA (CGMB84), pdriA (CGM1094), cdriA (CGM1096),
hstiA/pdriA (CGM1117)y hst1A/cdriA (CGM1207) de C. glabrata se inocularon en YPD con diferentes concentraciones de
fluconazol (-NAM). Para inhibir la actividad de Hstl se agregd6 NAM al medio a una concentracion final de 10mM. Las cajas se

incubaron a 30°C durante 2 dias.

3 ‘
&



oligonucleétido, y 350uM de dNTPs. Para la reaccion de PCR de fusion, los templados se
utilizaron en proporcion 2:1 (2X del fragmento del marcador de resistencia y 1X de cada
uno de los fragmentos del 5’ y del 3°). La temperatura de reaccion fueron: 93°C por 3min,
10 ciclos de 93°C por 10seg, 58°C por 30seg, y 68°C por 2min 30seg, seguidos de 20 ciclos
de 93°C por 15seg, 58°C por 30seg, 68°C por 2min 30 seg mas 20 seg de incremento cada
ciclo. La extension final se realizé a 68°C por 7min y el fragmento se purifico para después
transformar la cepa silvestre CGM1 o la mutante ASt7TA de C. glabrata. El diagndstico de la
correcta interrupcion de los genes PDR1, CDR1y CDR2, se realizo por PCR. Para verificar
las regiones 5’ y 3°, se utilizaron oligonucleo6tidos que hibridan ya sea al 5° o al 3°, externos
a la secuencia utilizada para generar los fragmentos (oligonucleotidoss 7 y 8, Figura 1B) y
dos oligonucledtidos que hibridan en el casete de resistencia con direccion hacia afuera del
casete (C y D).

Transformacion genética de C. glabrata.

Para transformar la cepa de C. g/abrata con los fragmentos generados por PCR de fusion,
se utiliz6 una modificacion del método de transformacion con acetato de litio (LiAcO)
(Gietz éf al., 1992). Cada cepa a transformar se crecié en medio YPD durante la noche. Al
dia siguiente, se transfirieron 0,3mL de este inoculo a 30mL de YPD fresco (dilucién1:100)
y se incubo con agitacion hasta alcanzar una ODgg de 0,8-1,0. Las células se colectaron por
centrifugacion y se lavaron con un volumen equivalente de agua estéril. Posteriormente, se
concentraron 100 veces en LiAcO 100mM y se dividieron en alicuotas de 50puL c/u. Para
cada transformacion, a una alicuota de células se le anadieron 240uL de polietilenglicol
(PEG) 50% Fluka Biochemica® (PM 400 y concentracion final ~30%), 36uL de LiAcO 1M
(concentracién final ~90mM), 25uL de DNA acarreador de cadena sencilla (Invitrogen®™
2mg/mL) desnaturalizado por calor (concentracion final ~125ng/ul) y el fragmento
generado por PCR de fusion, suspendido en un volumen de 50 pL de Tris 10mM. La
mezcla se incub6 a 30°C por 45min, después se le agregaron 43ul. de DMSO y se sometid
a choque térmico por 15min a 42°C. Por tltimo, las células se centrifugaron para retirar el
PEG vy se suspendieron ImL de YPD y se recuperaron por 4h a 30°C. Al término de este
periodo, se sembraron en cajas de YPD-Hyg. Las cajas se incubaron a 30°C, por 48 horas.
Se eligieron en promedio 8 colonias de cada transformante y se purificaron dos veces en
cajas de YPD-Hyg. Se estriaron en medio YPG para analizar su capacidad de utilizar
glicerol como fuente de carbono no fermentable y de este modo descartar las cepas que
tengan alterada su funcion mitocondrial (petite). Posteriormente, se extrajo DNA gendmico
y se diagnostico por PCR la modificacion genética correspondiente (ver arriba).

Reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR)

El RNA de células de fase estacionaria se extrajo con el reactivo TRIzol de Invitrogen®™ de
acuerdo con las instrucciones del fabricante y se trat6 con DNAsa I de Sigma-Aldrich®. La
sintesis de ¢cDNA y la reaccion de PCR se llevdo a cabo con AccessQuick reverse
transcription-PCR (RT-PCR) system de Promega®. Los oligonucledtidos para la reaccion
de transcriptasa reversa (RT) se describen en la Tabla 2. La sintesis del cDNA se llevo a
cabo a 58°C durante 20 min. Para la reaccion de PCR se utilizd una temperatura de
alineamiento de 58°C durante 25 ciclos. Una mezcla de reaccion sin transcriptasa reversa se
incluy6é como control negativo para descartar contaminacion por DNA.



LISTADE TABLAS

TABLA 1. Cepas usadas en este estudio

Cepas de £. coli

Cepa Genotipo

DH10B F-merA A(mrr-hsdRMS-merBC) (Calvin and
®80d/acZAM15AlacX74 deoR recAT Hanawallt,
endA1 araD139 A(ara, leuy7697 gall 1988)
galK \- rpsL nupG

Referencia

Cepas de Candida

glabrata

Cepa Parental Genotipo

BG2 — Aislado clinico (Cepa B) (Fidel et al.,
1996)

BG14 BG2 ura3A::Tn903 G418* (Cormack &

wt Falkow,
1999)

CGM84 BG14  ura3A:Tn903G418% Coleccion del

hstiA hst1iA laboratorio.

CGM1094 BG14 ura3A::Tn903 G418" pdria::hph Este trabajo.

pariA Hyg"

CGM1096 BG14 ura3A::Tn903 G418 cdriA::hph Este trabajo.

cariA Hyg"

CGM1098 BG14 uradA::Tn903 G418 cdr2A::hph Este trabajo.

carlA Hyg"

CGM1117 CGM84  ura3A::Tn903 G418" Este trabajo.

hstIA/pdriA hst1A/pdriA::hph Hyg"

CGM1207 CGM84  ura3A::Tn903 G418" Este trabajo.

hstiA/cariA hst1A/edriA:: hph Hyg®

CGM1209 CGM84  ura3A::Tn903 G418" Este trabajo.

hstiA/car2A hst1A/edr2A:: hph Hyg®

TABLA 2. Plasmidos usados en este estudio

Plasmido

pAP599

Genotipo

Vector de clonacion con un casete de resistencia
a higromicina, flanqueado por dos secuencia
repetidas directas, FRT.

[FRT-Ppgk::hph::(3' UTR yss3)- FRT]; URA3 Hng

Amp®.

Coleccion del
laboratorio.
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TABLA 2. Oligonucledtidos usados en este estudio

Nombre Secuencia Numero
PDRT A GACTCACTATAGGGCGAATTGG 165
PDR1B CCTTTAGTGAGGGTTAATTCCGA 166
PDR1C CGATAAGAGGCCACGTGCTTTATG 15
PDR1D AGAAATACGCACGAACACGATATAGAGG 16
PDR71 GGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCTCTCAATAACGTAGCTAAAGAATGAC 736
PDR12 CTTGCACGAGTATCATAACGC 737
PDR13 TTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCCAGACAGTGTGCATAGCCTGTA | 739
PDR14 GGCAATGAATGTGGTGAAATAG 740
PDR15 CGCCATTGAGTTACAACTTAG | 742
PDR16 CAAGACTAAATCCACACTCTCC 743
PDR17 TTCAGCAATTTCTAGTCTCTGC | 738
PDR18 GTTGAATCCAGAAGATTCACAG 741
CDRI11 GGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCTGTTACTTTTCTTTACTTTGTATATATCAAGAG | 744
CDR12 CGCGTAATAGGACTGCAAAG 745
CDR13 TTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCCGCTCATAATCTGGCTCTGGTA | 747
CDR14 GTTATCTGGTAAATCAGCAGG 748
CDR15 GTATTGGTCTGGCCTATGTG | 750
CDR16 GGCTTCAGATTGAGATAAACC 751
CDR17 GGAAAGGATGAGTAGAAATCG | 746
CDR138 TTGTGAATACAAACAAGTTGTCC 749
CDR21 GGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCACTGAGGTGAGCTGAGTGG | 752
CDR2?2 GAACTATCCCAATACCAGAGC 753
CDR23 TTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCCCATCAGAATTCAGTGACGTTTAG | 755
CDR24 GGCCAATTTGTACAAGGG 756
CDR25 AACAGCGATGAGTTCTCCAG | 758
CDR26 AAGTGCTCTGGTATGACACATC 759
CDR27 CGACAACATGATAGCACAAC | 754
CDR28 CGAAAGACTGTCTTGTCGATG 757

La secuencian en negritas hibridan en el marcador de resistencia a higromicina
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Discusion

La emergencia de C. g/abrala como agente fingico de importancia medica estd asociado a
la adquisicion de resistencia a los compuestos azoélicos como el fluconazol. La resistencia al
fluconazol se debe a varios factores, uno de ellos es la transcripcion de los genes CORTy
CDR2 que codifican proteinas de pared encargadas de expulsar el farmaco de la célula
(Bennett éf al., 2004, Sanglard et al., 2001). La expresion de CDOR1y CDR2 esta regulada
por el factor transcripcional Pdrl (Thakur éf al., 2008, Tsai et al., 2006). Algunos de los
aislados clinicos de C. glabrala resistentes a fluconazol, sobreexpresan estos
transportadores CORTy CDRZy en menor medida SNQ2 (Torelli et al., 2008, Tsao ét al.,
2009, Wada ét al., 2002). El aumento en la expresion de los transportadores tipo ABC y la
subsecuente adquisicion de resistencia a fluconazol se debe a mutaciones de ganancia de
funcion en el factor transcripcional Pdrl (Ferrari et al., 2009), al incremento en la dosis
génica de los transportadores por amplificacion (Polakova et al., 2009) o mutaciones en el
DNA mitocondrial (Ferrari et al., 2011).

Sin embargo, hasta el momento no existen reportes que indiquen la participacion de
mecanismos epigenéticos que regulen la respuesta pleiotropica farmacologica de C.
glabrata. Los cambios epigenéticos les confieren a las poblaciones la capacidad de generar
variabilidad sin la necesidad de comprometer la integridad del genoma. Estd documentado
que en microorganismos patdégenos existen mecanismos de regulacion epigenética que les
confieren mayor capacidad de adaptacion y de virulencia. Tal es el caso de Trypanosoma
bruceiy Plasmodium falcifarum que evaden la respuesta inmune del hospedero mediante la
variacion antigénica de las proteinas de superficie celular, a través de la expresion de una
variante antigénica y del silenciamiento de las otras (Tonkin éf al., 2009, Chaves ét al.,
1999). En C. glabrala existe una regulacion epigenética similar en donde Sir2, una sirtuina
dependiente de NAD" silencia genes telomericos. La ausencia de Sir2 o su inhibicion
confiere a C. glabrata mayor capacidad de adherirse a células epiteliales; caracteristica que
esta asociada a una mayor virulencia de la levadura (Domergue et al., 2005).

Hstl es un sirtuina paraloga a Sir2, pero a diferencia de Sir2, Hstl actia como un represor
local de genes (Ma et al., 2009). Al igual que Sir2, Hstl requiere de NAD" para llevar a
cabo su funcion enzimatica de desacetilasa de histonas. La actividad de Hstl puede
inhibirse a baja concentracidon de acido nicotinico (NA) o por una elevada concentracion de
NAM, un percusor del NAD". Cuando Hstl se inactiva, se promueve la expresion de sus
genes blanco, como los transportadores transmembranales de niacina, TNAT, TNR1y TNR2
(Ma et al., 2009). En este trabajo demostramos que la inhibicion de Hstl por NAM,
también incrementa la expresion de PDR7 y CDRIT, genes efectores de la respuesta
pleiotropica farmacologica de C. glabrala. La posible relevancia de esta regulacion radica
en que la actividad de Hstl se inhibe en bajas concentraciones de NA /1 Vivo (Ma et al.,
2009), como en las vias urinarias del hospedero. Es posible que en esta condicion, ademas
de sobrexpresarse los transportadores de niacina TNVR7y TNRZ, también se desrepriman
PDR1 y CDRI, que tendria como efecto incrementar la resistencia de C. glabrata a
xenobioticos. Consistente con esta observacion, nosotros demostramos que la ausencia o la
inhibicion de Hstl incrementa la resistencia a fluconazol y esta resistencia esta mediada por
Pdrl y Cdrl y posiblemente por otros transportadores.



Nosotros proponemos que Hstl podria funcionar como un detector central de sefales del
medio ambiente para después responder y adaptarse a las nuevas condiciones. Como
ejemplo, la baja concentracion de NA del medio es la sefial que provoca la inhibicion de la
actividad de las sirtuinas, entre ellas Sir2 y Hstl. En ausencia de estas sirtuinas activas se
remodela el perfil de expresion génica para responder de manera eficaz ante las nuevas
condiciones del ambiente en el hospedero. Asi, la expresion de genes controlados
negativamente por Sir2 y Hstl, podria ocurrir y permitir la adaptacion al medio, el
adherirse al epitelio y resistir a los antifingicos.
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Datos Suplementarios

FIGURA S1.
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Fig. S1. Hst1 regula negativamente la expresion del factor transcripcional PDR7 y del transportador CDR1. Ensayo de
expresion génica semi-cuantitativa (RT-PCR) para medir los niveles de los transcritos de los genes PDRTy PDR5 en ausencia de Hstl
(hstl A) o en presencia de 10 mM de NAM. (J Juarez, datos no publicados)



CAPITULO I

PARTICIPACION DE DOS GLUTATION PEROXIDASAS
SUBTELOMERICAS EN LA RESPUESTA A ESTRES OXIDANTE DE
Candida glabrata
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Introduccidn

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO); como el anion superoxido (O,7), el radical
hidroxilo (OH") y el peroxido de hidrogeno (H,O,) son subproductos de la respiracion
aerobia que en cantidades excesivas dafian todas las biomoléculas (Cadenas & Davies,
2000). Como respuesta a esta desventaja del metabolismo aerobio, las células han
desarrollado mecanismos enzimaticos (catalasa, superoxido dismutasas, y glutation
peroxidasas) y no enzimaticos (glutation), para contrarrestar los efectos deletéreos de las
ERO y preservar el estado oxido-reductor fisiologico (Scandalios, 2005). En mamiferos, la
primera linea de defensa en contra de las infecciones fingicas son las células fagociticas
(Lyman & Walsh, 1994). Tras la fagocitosis, las células polimorfonucleares generan ERO
para eliminar a los patdogenos invasores. Sin embargo, los patdégenos han adaptado sus
mecanismos antioxidantes para evadir el estallido respiratorio de los fagocitos y sobrevivir
en el hospedero (Hamilton & Holdom, 1999).

Candida glabrata es un hongo patdgeno oportunista que en los Gltimos afios ha emergido
como el segundo agente causal de las candidemias (Pfaller & Diekema, 2010). Se han
identificado algunos factores implicados en la virulencia de este patégeno, como la
capacidad de adherirse a células epiteliales (De Las Penas éf a/., 2003, Domergue éf al.,
2005), su elevada resistencia a azoles (Ferrari éf /., 2009, Sanglard éf al., 1999), y algunos
componentes de su respuesta a estrés oxidante (Saijo éf a/., 2010, Cuellar-Cruz éf al., 2009,
Roetzer éf al., 2011).

Se ha descrito que C. glabrata cuenta con una sola catalasa involucrada en la depuracion de
H,0, en fase de crecimiento estacionario y logaritmico (Cuellar-Cruz et al., 2009). Ademas,
existen dos superoxido dismutasas codificadas en el genoma de esta levadura (S0D7y
S0D2) y se ha demostrado que Sod1 es necesaria para contrarrestar el estrés generado por
0, (Roetzer et al., 2011). En cuanto a mecanismos no-enzimaticos, C. glabrala sintetiza
glutation para amortiguar el dafio oxidante y en reportes recientes se ha demostrado que
este compuesto es esencial (Yadav éf a/., 2011). Asi mismo, el glutation es necesario para
la reduccion de las glutation peroxidasas (Carmel-Harel & Storz, 2000), sin embargo, hasta
el momento no se ha descrito la presencia de estas enzimas en C. glabrata. Las glutation
peroxidasas estan distribuidas en todos los organismos vivos y se sabe que tienen ain
mayor afinidad por el H,O; que la catalasa (Jacob éf a/., 1965).

En este trabajo nos preguntamos si C. g/abrata cuenta con genes que codifican para
glutation peroxidasas y si estos genes son funcionales. Encontramos que C. glabrata tiene 3
genes ortologos a S.c. GPX2y S.¢c. GPX3 de Sacharomyces cerevisiae: GPX2, GPX3Ay
GPX3B. Al evaluar el fenotipo de la doble mutante gox3AA gpX3BA en exposicion a
diferentes oxidantes, encontramos que la mutante es mas sensible a hidroperdxido de
cumeno y a H,O,. En resumen, nuestros resultados sugieren que estas enzimas estan
implicadas en la depuracion de hidroperoxidos orgédnicos y/o H,O,.
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Resultados

ldentificacion y andlisis de la secuencia de los genes GPX de C. glabrata

En el genoma de C. glabrata identificamos 3 marcos de lectura abiertos (ORF) para
glutation peroxidasas en el brazo izquierdo del cromosoma I. E1 ORF CAGLOC017059, es
ortologo a GPX2de Saccharomcees cerevisiae por sintenia y 88% similar a nivel de
aminoacidos (Figura 1A). Los marcos de lectura CAGL0I002649y CAGL0/00242g son 2
repetidos directos ubicados en la region subtelomérica del brazo izquierdo del cromosoma I
y tienen una similitud en secuencia de aminoacidos a GPX3de S. cerevisiae de 84% y 74%
respectivamente. Las secuencias de Gpx3A y Gx3B tienen los principales residuos
estructurales y cataliticos de la S.¢.Gpx3 (Figura 1 B).

Determinacion del estado transcripcional de la cromatina en el telomero izquierdo del
cromosoma |.

Dado que en C. glabrata las regiones subtelomericas estan silenciadas por efecto de la
estructura de la cromatina y los genes GPX3A'y GPX3B estan aproximadamente a 20 Kb
del telomero, decidimos determinar el estado transcripcional de la cromatina en el locus
GPX3AB (Figura 2). Construimos un plasmido integrativo (pGL3, Tabla 2), que tiene
secuencias homologas del 5" de GPX3By del 3" de GPX3A que flanquean un marcador de
resistencia a higromicina, y el gen reportero U/RAS. Este plasmido se integro en el 5 de
GPX3B'y se analiz6 el estado transcripcional de la cromatina con el gen reportero URAS
mediante el ensayo de crecimiento en 5-FOA (Figura 2A). La correcta integracion de pGL3
en el cromosoma se verifico mediante PCR (Figura 2A). La cepa CGM1315 (CI;:: URAS)
con el plasmido pGL3 integrado en el cromosoma, crecid en medio rico (YPD) y en medio
sin uracilo (CAA). Sin embargo, no crecid en medio SFOA. La ausencia de crecimiento en
5FOA indica que el gen URA3 se expresa y que la cromatina en el 5° de GPX3B no se
encuentra silenciada. El producto del gen URA3 forma un compuesto toxico con el SFOA y
las células no son viables (Figura 2B, ver Materiales y Métodos).

Construccion de la mutante doble de los genes GPX3A yGPX3B

Para evaluar la funcion de los genes GPX3Ay GPX3B de C. glabrata, construimos una
doble mutante nula en estos genes. La mutante la construimos a partir de la cepa con el
plasmido pGL3 integrado en el cromosoma (CGM1315). La resolucion del plasmido
integrante por recombinacion se obtuvo creciendo a las células en medio rico (YPD) sin
seleccion y luego estas células se expusieron a medio con SFOA. Las células resistentes a
5-FOA (Ura) se verificaron que fueran resistentes a higromicina y que perdieran las
secuencias del plasmido mediante la incapacidad de crecer en medio CAA sin uracilo. Para
confirmar la estructura correcta en el cromosoma de la doble mutante gpx3AA gpx3BA, se
verifico mediante un anélisis por PCR usando oligonucledtidos (#4 y #5) que alinean al 5"y

19



| epxz ||| iswa || mer2 |

|GPX2||ISW1||RR12|

| GPX2 || Isw1 || RRT2 |

a

==

S. castellii

a7 |

|nnzuc|

C.glabrata

S. bayanus

| ALG7 |

|VBR242w |

I YBR241c

S. cerevisiae

A A d D
SES>>>0n
2E>3>>>
‘OXXXXXW»
“0VVzZVVO

‘wwozoow
FrhLL LW g
scoaxaxown
TR >
‘We=pouna g

TE>X=XD>>

MWW X

B T T
‘wavwOwo
CHNXOrnO0

OZEA4Er-Zw
ML EO
R-0+E 1.0
SN e ¥ <
....... o
RS
. >
- . O 4
'z
[ |
o
‘o
®=ls s sie b =
. IR
. '
. O 4
. . >
-5 il
. SR
s
>
...... =
B
ig
§830
LLMMWW”
OO0SQ38S
a0 mmm
OOaXm
prritdddd
OO~
i
CCC&%MM

-aaooaoo
W W
‘VoOCvO<
> -

E-XW>SS>rZ
b e
ULV EVECIURUE S
CWWIXWI
‘>zowooa
~NXXXOXO

~Z-XXX XX
3 33 3m e m
....... -
‘0000000
‘6600000

R
A
‘200000
‘VVVVOLVO
XZXIXXW
L
qdg g qCq
S>> >>

zz
>>

N
N
N
VN
VN

CgGpx3A (CAGLOI00242g) VN
CgGpx3B (CAGLOI00264g) V
CgGpx2 (CAGLOCO1705g) V

ScGpx1 (YKLO26C)
ScGpx2 (YBR244W)
ScGpx3 (YIRO3TW)

HsGpx7 (Q965L4)

Fruwwwwwz

‘XXIIXXO
|LHULMHM

NI S
0000
‘VoLLVL«
RS TR
‘XXZXWOwn

Q
Q
G
N
)
A
E

CgGpx3A (CAGLOI00242g )
CgGpx3B (CAGLOI00264g )
CgGpx2 (CAGLOC01705g )
ScGpx1 (YKLOZ6C)
ScGpx2 (YBR244VY)

ScGpx3 (YIRO3TW)
HsGpx7 (Q96SL4)

‘EEO=-WEO
“xwooadwa
ozwoownx
el = A >
O-Dwoow

e TXOWET a0 w
c-aaocooo >

)
)

CgGpx3A (CAGL0I00242g

CgGpx3B (CAGLOI00264g

CgGpx2 (CAGLOC01705g )
ScGpx1 (YKLO26C)
ScGpx2 (YBR244W)
ScGpx3 (YIR037W)

HsGpx7 (Q96SL4)

Fig.1. Analisis bionformatico de las glutation peroxidadas predichas de C. g/abrata.
(A) Mapa que esquematiza la sintenia existente entre GPX2de S. cerevisiaey GPX2de C.

glabrata. (B) Alineamiento de GPX7humana, GPX1, GPX2y GPX3de S. cerevisiaey

GPX2, GPX3Ay GPX3B de C. glabrata. Se muestran los aminoacidos similares en gris, los
sitios conservados de las glutation peroxidasa en verde, los aminoacidos importantes para la

interaccion con el sustrato en azul, y las cisteinas cataliticas en rosa.
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Fig.2. Construccion de la mutante doble gpx344 gpx3BA y silenciamiento del /oc/ GPX3. (A) Esquema del brazo izquierdo del
cromosoma I de C. glabrata. La integracion del plasmido pGL3 se verific6 mediante PCR con los oligos 3 y 4. La mutante doble
generada por la resolucion del plasmido integrado se verificod con los oligos 1 y 2 que indican la ausencia de los genes. El 3 se verifico
con los oligos 5y 6 y el 5°con los oligos 3 y 4. El PCR final se realizo con los oligos 4 y 5. (B) La cepa integrante Cl:: URA3
(CGM1315) es incapaz de crecer en medio 5-FOA. Las cepa mutante doble gpx344 gpx3BA (CGM1316) es resistente a higromicina

ya que tiene el marcador /ipfiy a 5-FOA debido a la pérdida del marcador URAS.
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al 3" de GPX3Ay GPX3By que no alinean en las secuencias del plasmido pGL3 (Figura
2A). Ademas, se hizo una anélisis de PCR con oligonucleotidos (#1 y #2) que alinean en la
secuencia intergénica de GPX3Ay GPX3B para verificar la ausencia de los genes silvestres
(Figura 2A).

Participacion de GPX3A y GPX3B én la respuesta a estrés oxidante

Para determinar si Gpx3A Yy Gpx3B participan en la respuesta a estrés oxidante, hicimos
ensayos de sensibilidad con la mutante gpx344 gpx3BA en presencia de tres agentes
oxidantes: Menadiona, Cumeno y H,O,. Se evalu¢ la resistencia de la cepa mutante a los
oxidantes tanto en fase estacionaria como en fase logaritmica (ver Materiales y Metodos).
La cepa mutante gpx3AA gpx3BA fue mas sensible que la cepa silvestre a hidroperoxido de
cumeno en fase estacionaria y no en fase logaritmica (Figura 3A y B). Ademas, esta cepa
fue ligeramente mas sensible a 15mM de H,O, que la cepa silvestre tanto en fase
logaritmica como estacionaria (Figura 3A y B). Sin embargo, la doble mutante gpx3AA
gPx3BA en presencia de menadiona se comporto como la cepa silvestre. Estos resultados
sugieren que GPX3A y/o GPX3B se requieren en la depuracion de hidroperoxido de
cumeno y posiblemente también para H,O,, tanto en fase de crecimiento exponencial como
estacionaria(Figura 3).

Materiales y métodos
Cepas y condiciones de crecimiento.

La cepa de ESchirichia coliy las cepas de C. glabrata estan descritas en la Tabla 1. Todas
las cepas de C. glabrata se resguardaron en glicerol al 15% a -80°C y se cultivaron en YPD
(del inglés Yeast extract-Peptone-Dextrose). El medio contiene extracto de levadura al 1%,
peptona 2%, glucosa 2% y se complementa con 25mg/L de uracilo (Sigma Aldrich®™). Para
medio de seleccion, el medio YPD se suplementd con higromicina (A. G. Scientific”) a una
concentracion final de 440pg/mL. El medio casaminodcidos (CAA), es base nitrogenada de
levadura sin amonio 1,7g/L, sulfato de amonio [(NH4),SO4] 5g/L, casaminoacidos 6g/L y
de glucosa 2% (w/v). Cuando fue necesario, se suplementd con acido-5-fluorético 0,9g/L
(Toronto Research Chemicals®™) medio 5-FOA. El medio solido YPG (1% extracto de
levadura, 2% peptona, 3% glicerol, 25mg/mL de uracilo) se uso para identificar las cepas
petite. Para los medios solidos se afiadid agar bacteriologico a una concentracion final de
2% (W/V).

Plasmidos y construccion de cepas

Los plasmidos usados en este estudio se describen en la Tabla 2. Todos los plasmidos se
extrajeron de E. coli y se purificaron con el Plasmid Kit QIAprep de Qiagen®™. Los
fragmentos para construir el pldsmido pGL1 se generaron por PCR con los
oligonucledtidos que se describen en la Tabla 3 Se llevé a cabo PCR de fusion para crear
el fragmento para interrumpir a los genes GPX3A 'y GPX3B de C. glabrata. Se amplifico
1kb de la region 3'"de GPX3Ay 1Kb del la regioén 5°de GPX3B los cuales se fusionaron con
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Fig. 3. Participacion de GPX3Ay GPX3B en la respuesta a estrés oxidante. Ensayo de sensibilidad a oxidantes en tratamiento
crénico de la cepa silvestre y la mutante doble gpx34A gpx3BA. (A) Resistencia a oxidantes en fase logaritmica. A partir de cultivos
saturados de las cepas CGM1(wt), CGM1316 (gpx3A4A gpx3BA) de C. glabrata se tomd la cantidad de células necesaria para que al
término de siete duplicaciones alcanzaran una ODgy = 0,5. Se hicieron diluciones seriadas y se gotearon en cajas de YPD con
diferentes concentraciones de oxidante. Las cajas se incubaron a 30°C. (B) Fase estacionaria. Cultivos saturados de las cepas CGM1
(wt) y CGM1315 (gpx34A gpx3BA) de C. glabrata se diluyeron a ODgonm de 0.5 en agua destilada. Se hicieron diluciones seriadas y
se gotearon en cajas de YPD con diferentes concentraciones de oxidante. Las cajas se incubaron a 30°C.

23



el casete de resistencia a higromicina (3" gpxsa:: Prak::IPM::3 11535  gpx34). El fragmento de
fusion se clond en el vector intermediario pGEM para después subclonarlo en el vector
pYIp/ac211 y generar pGL3 un plasmido integrativo que contiene el gen reportero URAS.
La interrupcion de los genes se llevo a cabo por el método de dos pasos descrito
previamente (De Las Penas et al., 2003, Cuellar-Cruz éf a/., 2008). El plasmido pGL3 se
introdujo a células de C. glabrata por transformacion por medio del método de acetato de
litio.

Ensayo de silenciamiento.

Posterior a la integracion de pGL3 en el loci GPX3A / GPX3B se determino el estado
transcripcional de la cromatina mediante ensayos de crecimiento en SFOA. El cultivo
saturado en YPD de la cepa integrante se diluy6é en agua para obtener una ODgyp = 1. Se
hicieron diluciones seriadas en placas Costar” y se gotearon 5ul en cajas de YPD con
higromicina, CAA sin uracilo y 5FOA. El producto del gen URAS3 en presencia de acido-5-
fluordtico genera un compuesto toxico para la célula, de manera que si el gen URAS3 se
encuentra silenciado, no se genera el compuesto toxico y las células pueden crecer. En
cambio si el locus es transcripcionalmente activo, se genera el compuesto toxico 5
Fluoruracilo y no hay crecimiento.

Ensayos de sensibilidad a oxidantes.

Cultivos de las cepas de C. glabrata se crecieron por 36h en medio YPD a 30°C, hasta
alcanzar una ODg = 30. Como agente oxidante se utilizaron H,O, 30%, Menadiona 88% e
hidroperdxido de cumeno 88% (w/w) de Sigma-Aldrich®. Para evaluar la sensibilidad a
oxidantes en fase de crecimiento exponencial, a partir de un cultivo saturado de cada cepa,
se tomo la cantidad de células necesaria de tal forma que al término de siete duplicaciones
alcanzaran una ODgy = 0,5. Las células se centrifugaron y se resuspendieron en 1mL de
agua destilada estéril. Posteriormente se realizaron cinco diluciones logaritmicas en placas
Costar” de 96 pozos y se gotearon SuL en cajas con medio YPDy YPD con 5,10y 15
mM de H,0O,, 0.3, 0.5 y 0.8mM de hidroperoxido de cumeno y 50 y 80uM de menadiona.
Para los ensayos de sensibilidad de células en fase estacionaria, los cultivos de una ODggp =
30, se diluyeron a una ODgg de 0,5 con el mismo medio YPD agotado por la misma cepa.
Las células se resuspendieron en ImL de agua destilada estéril. Se realizaron diluciones
logaritmicas y se gotearon en cajas con medio YPD y YPD con oxidantes. Las cajas se
incubaron a 30°C durante 2 dias.

Andlisis bioinformdticos.

Para los analisis comparativos entre C. glabratay S. cerevisiae, las secuencias génicas se
extrajeron de la base de datos del proyecto Géndlevures (http://www.genolevures.org) y de
la base de datos de S. cerevisiag, SG D (http://www.yeastgenome.org). Los alineamientos y
filogenias se hicieron con el programa BioEdit y con la base de datos del laboratorio de
Ken Wolfe (http://wolfe.gen.tcd.ie/ygob/)
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Lista de tablas

Tabla1. Cepas

C. glabrata Genotipo Referencia

CGM1 ura3a::Tn903 G418% (Cormack & Falkow, 1999)
wt
CGM1315 ura3A::Tn903 G418% Este trabajo
gox3AB A::pGL3
CGM1316 ura3A::Tn903 G418* Este trabajo
GPX3AB A::hph
E. coli Genotipo Referencia
DH10B F-mecrAN(mrr-hsdRMSmcrB C) (Calvin and

®80d/acZAM15A lacX74deoR Hanawalt, 1988)

recAiendAlaraD139A(ara,leuy7697
galUgalK \- rpsl nupG

Tabla2. Plasmidos

Plasmido Genotipo Referencia
pGEM®-T Vector de clonacion. Amp®. (Cormack & Falkow,
1999)
pAP599 Vector de clonacion con un casete de resistencia a Coleccion del
higromicina, flanqueado por una secuencia FRT al extremo  laboratorio.

3°. [P pgk::hph::(3' UTR yys9)- FRT); URA3 Hyg® Amp®.

pYIPlac211 Vector de clonacion integrativo. URA3 Amp~. (Gietz & Sugino, 1988)
pGL1 Producto de fusion de PCR (oligos #838 y #831) de Este trabajo

4,195Kb clonado en pGEM®-T. la region 5° GPX3By 3'de

GPX3A que flanquea el casete de higromicina.[3” gpxs4 -

FRT-P pg:: hph::(3’UTR yyss)- FRT-(5’ gpxss)]; Hyg" Amp".
pGL3 Fragmento de 3,684 Kb derivado de pGL1 digerido con Este trabajo

SphI [3 gpxsa 'FHT—PPGKZthh::(3’UTRH/53)— FRIT-
(5’ grxsp)l; URA3Hyg" Amp".
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Tabla3. Oligonucleotidos

Nombre Secuencia Numero |
1 GPX3 ATGAGGAAGCAAGAGTTCAG 834
2 GPX3 GGAATGCTAGGTCTGAACG 833
3 hph CGATAAGAGGCCACGTGCTTTATG 15
4 GPX3 GATGCACGATGACAAGCCATGG 829
5 GPX3 TGTCATCAATGCTGGTACG 832
6 hph AGAAATACGCACGAACACGATATAGAGG 16
7 GPX3 GGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCAGTGATCGCCAAATAAAGACA 827
8 GPX3 ACAGAGGACTCCATTCATTA 828
9 GPX3 TTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTATTTCCAGGAGCCGAAAATAACTCTCT 830
10 GPX3 GCCTGCCTTTATTTAATACTGC 831

e La secuencias en negritas hibridan en el marcador de resistencia a higromicina
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Discusion.

Los células polimorfonucleares forman parte de la primera linea de defensa del hospedero
en contra de las infecciones fungicas, sin embargo, los microorganismos han desarrollado
mecanismos antioxidantes para contender de una manera eficaz al ataque del fagocito. C.
glabrata resiste al ataque oxidativo de células fagociticas y puede dividirse dentro de los
macrofagos (Kaur éf al., 2007, Roetzer ét al., 2010) es por esto que en los tltimos afios ha
aumentado el interés en el estudio de la respuesta a estrés oxidativo por parte de este
levadura patdgena.

En experimentos /7 Vilro, se ha descrito que C. glabrata es extremadamente resistente al
estrés oxidativo. La resistencia de C. glabrata a H,O, in Vitro esta mediada por su tnica
catalasa, sin embargo, una cepa carente de la catalasa no pierde capacidad de adaptacion a
H,0, Asi mismo la ausencia de catalasa no tiene efecto en modelos de raton de infeccion
sistémica (Cuellar-Cruz et al., 2008, Cuellar-Cruz et al., 2009). Esto sugiere la existencia de
otros mecanismos enzimaticos que compensan la ausencia de la catalasa y que le confieren
a la levadura la capacidad de adaptarse a hidroperéxidos.

C. glabrata es mas resistente al estrés oxidativo generado por cumeno que C. albicansy S.
cerevisiae (Cuellar-Cruz et al., 2009). El cumeno es un hidroperoxido organico que
desencadena peroxidacion lipidica (Bindolli 1982). Nuestros resultados sugieren que C
glabrala cuenta con tres glutation peroxidasas, dos de las cuales pudieran participar en la
resistencia innata de esta levadura al cumeno. Ademas, no son las Unicas enzimas
responsables de esta resistencia a cumeno ya que la doble mutante gpx344 gpx3BA resiste
todavia a 0.3mM de cumeno. Nosotros creemos que la resistencia residual a cumeno esta
dada por GPXZ2. Para S. cerevisiaé se ha reportado que el fenotipo de sensibilidad a
hidroperéxidos organicos solo se observa en ausencia de sus 3 glutation peroxidasas (Avery
& Avery, 2001). Es importante, entonces, construir la triple mutante goXZA gpx3AA
gpx3BA y mutantes individuales de cada gen para evaluar la contribucion de cada uno de
ellos a la resistencia a estrés oxidante generado por cumeno. Otro aspecto imporante en la
caracterizacion del sistema de glutation peroxidasas de C. glabrala, es determinar la
localizacion celular de cada una de estas enzimas codificantes.

Las regiones subtelomericas son zonas de cromatina represiva que en microorganismos
patogenos albergan genes que les confiere mayor virulencia. Tal es el caso de los genes
VSG de Trypanosoma brucei, los genes VAR de Plasmodium falcifarumy los genes £PA de
C. glabrata (Chaves éf al., 1999, Halme ét al., 2004, Chookajorn éf al., 2007). Asimismo la
presencia y actividad de enzimas antioxidantes en microrganismos patdgenos tiene
implicaciones en su virulencia (Hamilton & Holdom, 1999, Roetzer et al., 2010) Hwang et
al.,, 2002, Narasipura et al., 2005). GPX3A y GPX3B se encuentran a 18kb del telomero
izquierdo del cromosoma I por lo que pudieran estar bajo silenciamiento subtelomerico, de
manera que decidimos analizar el estado transcripcional de la cromatina en este telomero.
Con el ensayo realizado determinamos que esta region no se encuentra silenciada. Sin
embargo, la presencia del promotor fuerte PPGK1 a 2kb del gen URA3 pudo haber
suprimido el silenciamiento en este telomero. Por datos de laboratorio sabemos que la
presencia de Ppgk; suprime el silenciamiento en los telomeros estudiados (A. Juarez, Datos
no publicados). Por lo que habra que escindir el marcador de higromicina para evaluar el
silenciamiento de este teldomero sin la influencia de Ppgk.

Las glutation peroxidasas forman parte del sistema del glutation, el cual se sabe es uno de
los principales sistemas antioxidantes en la célula. La expresion de estas enzimas se ha



estudiado en S. cerevisiag en donde la induccion de estos genes se observa durante estrés
oxidativo y deplecion de glucosa. La importancia de las GPx en la virulencia de los
patdgenos ha sido estudiada unicamente en Strépfococcus pyogenes y C. neoformans
(Brenot 2004, Missall 2005) en los que se ha determinado que estas enzimas son
indispensables para al virulencia de estos patogenos. Sin embargo, las glutation peroxidasas
no han sido estudiadas en ninguna especie del género Candida ni sus implicaciones con su
virulencia. Proponemos generar la mutante triple de las glutation peroxidasas de C.
glabrata para realizar estudios de infeccion sistémica en ratones y asi determinar si estas
enzimas contribuyen a la virulencia de este hongo patogeno.
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