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Resumen

En las ultimas dos décadas Candida glabrata ha emergido como la segunda
causa de candidiasis invasiva en pacientes inmunocomprometidos, neonatos y
pacientes intervenidos quirirgicamente. Para colonizar a su hospedero, este
microorganismo requiere expresar adhesinas que le permiten adherirse, asi como
neutralizar las especies reactivas de oxigeno producidas por las células
fagociticas durante el estallido respiratorio. Sin embargo, se conoce poco acerca
de los factores de virulencia de C. glabrata. Para dilucidar como responde C.
glabrata al estrés oxidativo se construyeron mutantes en factores transcripcionales
implicados en respuesta a estrés (YAP1, SKN7, MSN2 y MSN4) y en su Unica
catalasa (CTAl). Encontramos que la Ctalp es indispensable para la
detoxificacion de H,O,. En respuesta a H,O,, C. glabrata requiere de Yaplp,
Skn7p y Msn4p. Mostramos que C. glabrata es mas resistente que C. albicans y S.
cerevisiae a H,0, e Hidroperéxido de cumeno. También encontramos que aislados
clinicos de C. glabrata con alto grado de adherencia a células epiteliales sobre-
expresan varias adhesinas. Por ultimo, desarrollamos un método de diagndstico
qgue permite identificar especificamente a C. glabrata de una manera mas eficiente

gue las técnicas de identificacién que existen actualmente.

PALABRAS CLAVE: Candida glabrata, estrés oxidativo, adhesinas, métodos de

diagnéstico.
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Abstract

In the past two decades, Candida glabrata has emerged as the second
cause of invasive candidiasis in immunocompromised patients, newborns and
surgically-treated patients. In order to colsonize its host, this microorganism needs
to adhere, as well as to neutralize the reactive species of oxygen produced by the
phagocytic cells during the respiratory burst. We characterized the oxidative stress
response of C. glabrata and found that the catalase (Ctalp) is indispensable for
H.O, detoxifycation. In response to H,O,, C. glabrata requires the transcriptional
factors Yaplp, Skn7p and Msn4p. Furthermore, C. glabrata is more resistant than
C. albicans and S. cerevisiae to H,O, and to Cumene hydroperoxide. We also
found that several clinical isolates of C. glabrata are hyper-adherents to epithelial
cells and over-express several adhesins. Lastly, we developed a diagnostic
method for the specific identification of C. glabrata and this new technique is more

effective than the currently commercial available.

KEY WORDS: Candida glabrata, oxidative stress, adhesins, diagnostic methods.
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Introduccién



Estrés oxidativo y adherencia de Candida glabrata

1.0 Introduccion

1.1 Candida glabrata

Candida glabrata se consideraba un hongo no patégeno que formaba parte
de la flora normal en individuos sanos y rara vez causaba infecciones en humanos
(Fidel y cols., 1999). Debido al desarrollo de terapias inmunosupresoras
combinadas con el uso de antimicéticos de amplio espectro, en las Ultimas dos
décadas, C. glabrata ha emergido como la segunda especie mas comun de
candidiasis invasiva en pacientes inmunocomprometidos, diabéticos, neonatos,
intervenidos quirdrgicamente y adultos mayores (Trick y cols., 2002; Pfaller y
Diekema, 2007). Las infecciones causadas por este hongo son dificiles de tratar,
ya que C. glabrata presenta una resistencia innata a los azoles (fluconazol)
(Hitchcock y cols., 1993). El fluconazol es un bitriazol recientemente desarrollado
para el tratamiento de candidiasis. Ademas, el 15% de todas las candidiasis son
causadas por C. glabrata (Trick y colss., 2002). En México también se ha
reportado que el 12% de las vulvovaginitis y el 13% de las infecciones sistémicas
por Candida se deben a C. glabrata (Manzano-Gayosso y cols., 2000).

Aun cuando C. glabrata es considerado un importante patégeno nosocomial
se conoce poco sobre su virulencia. Se considera que un paso importante en el
establecimiento de una infeccion por Candida es la adherencia de la levadura a las
células del hospedero (Akalin y cols., 2004), una funcion mediada por proteinas de
la pared celular llamadas adhesinas. EI genoma de C. glabrata contiene una
familia de al menos 23 genes homodlogos EPA (epitelial adhesins), que codifican

para proteinas de pared celular (Kaur y cols., 2005; De Las Pefas y cols., 2003).
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De todos los genes EPA presentes en esta levadura, solo EPAL se expresa in vitro
y media la adherencia a células epiteliales de mamifero (Cormack y cols., 1999).
La ausencia de expresion del resto de los genes EPA se debe en parte a que la
mayoria de ellos estan sujetos a silenciamiento subtelomérico; es decir, no se
expresan debido a la estructura represiva de la cromatina (Castafio y cols., 2005;
De Las Pefias y cols., 2003). Las proteinas que participan en el silenciamiento
subtelomérico en C. glabrata son Rapl, Sir2, Sir3, Sir4, yKu70, yKu80 y Rifl
(Rosas-Hernandez y cols., 2008; Castafio y cols., 2005; De Las Pefias y cols.,
2003). Mutantes de C. glabrata en cualquiera de estos genes relajan la cromatina
y esto permite que varios genes EPA bajo silenciamiento subtelomérico, se
expresen. Estas mutantes son hiperadherentes. Epalp, Epa6p y Epa7p son
importantes para la colonizacion de vejiga y riidn en un modelo de infeccién de
vias urinarias de ratdon (Domergue y cols., 2005; Castafio y cols., 2005). Estos
datos muestran la importancia de las adhesinas en la virulencia de C. glabrata.
Interesantemente, se determind que EPA6 de C. glabrata se induce en rifion y
vejiga durante una infeccion de vias urinarias de raton. En este caso, la sefal
importante para la relajacion de la cromatina y desrepresion de EPAG6, es la
deficiencia de niacina o acido nicotinico en orina. El acido nicotinico (NA) es un
precursor de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD), que a su vez es necesario
para la actividad de Sir2, una desacetilasa de histonas. Cuando en orina, los
niveles de NA son bajos, la actividad de Sir2p es menor y EPA6 se expresa
(Domergue y cols., 2005). También se demostré que Epab es la principal adhesina

involucrada en la formacion de bio-peliculas (Iraqui y cols., 2005).
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Ademas de la adherencia, se ha considerado que la produccién de
proteinasas es importante para la virulencia. Sin embargo, algunos autores han
reportado que estas enzimas no parecen tener un papel importante en la virulencia
ya que se ha detectado una baja actividad extracelular en aislados clinicos de
Candida spp. (Oksuz y cols., 2007). Sin embargo, la familia de yapsinas (aspartil
proteasas con ancla glicosil-fosfatidil inositol) se requieren para la integridad de la
pared celular, la supervivencia al interior de macrofagos y la adherencia a células
de mamifero (Kaur y cols., 2007).

El cambio de morfologia es una caracteristica importante de C. albicans. El
cambio de levadura a micelio concomitantemente con la expresion de aspartil
proteasas y adhesinas, es importante para la virulencia de C. albicans. C. glabrata
forma pseudohifas s6lo en ausencia de nitrégeno (Csank y Haynes, 2000) y se
desconoce si esto es importante para su virulencia.

Otro factor importante de virulencia en hongos patégenos es la respuesta a
estrés oxidativo (REO). Por ejemplo, la catalasa Ctalp y la superoxido dismutasa
Sod5p son necesarias para la virulencia de C. albicans en un modelo de infeccién
en raton (Martchenko y cols., 2004; Wysong y cols., 1998). C. glabrata tiene la
capacidad no soOlo de sobrevivir sino de dividirse en el interior de macréfagos
(Kaur y cols., 2007). Se propone que esta caracteristica depende primero de la
inactivacion de las especies reactivas de oxigeno generadas por las células

fagociticas. La REO de C. glabrata aln no se ha descrito.
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1.2 Larespuesta a estrés oxidativo en levaduras

Todas las células han desarrollado mecanismos para responder
rapidamente al medio ambiente que les rodea, fenbmeno que se conoce como
respuesta general al estrés (Mager y Ferreira, 1993; Mager y Kruijff, 1995; Ruis y
Schiller, 1995; Gasch y cols., 2000). Organismos unicelulares como las levaduras
responden y adaptan su metabolismo y crecimiento a las condiciones del medio:
cantidad de nutrientes disponibles, temperatura, osmolaridad y pH, presencia de
sustancias quimicas y especies reactivas de oxigeno (ERO) (Gasch, 2007).

Los hongos patdégenos para poder infectar y permanecer en el hospedero
humano deben de responder y adaptarse a altas concentraciones de ERO
producidas por las células fagociticas durante el estallido respiratorio (Moye-
Rowley, 2003). La eliminacién de células fungicas por las células fagociticas, es la

primera linea de defensa.

1.2.1 Principales fuentes generadoras de ERO

En la célula, se producen las ERO como parte del metabolismo normal
aerobio o cuando es expuesta a compuestos quimicos generadores de radicales
libres como menadiona, paraquato, hidroperoxido de cumeno, diamida (Castro y
cols., 2008; Castro y cols., 2007; Lee y cols., 1995; Hassan, 1979) ¢ a radiaciones
X, a, B, v, UV 06 luz visible (Gessler y cols., 2007). Las ERO pueden reaccionar y
dafar lipidos, DNA, proteinas, carbohidratos y componentes de la matriz
extracelular (Grant, 2008; Drakulic y cols., 2005; Thorpe y cols., 2004; Jamieson,

1998).
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En los sistemas biologicos las ERO se forman principalmente en la cadena
de transporte electronico mitocondrial por la reduccién parcial del O, por
transferencia de uno, dos o tres electrones, generando superoxido (O27),

peroxido de hidrégeno (H,0,) y radical hidroxilo (HO") (Fig. 1).

e + 2H* e +H e +H*

o
O, h—) 0," b—) H,O, LV) HO* h—)HQO
H,O

radical
hidré xilo

radical Perdxido de
superdxido hidrdgeno

Figura 1. Formacién de las distintas especies reactivas de oxigeno a partir de oxigeno.

El anién superoéxido (O,) se forma por la transferencia de un electrén al

Oz. En levaduras esta molécula se genera principalmente en la cadena respiratoria

en los complejos | (NADH deshidrogenasa), Il (succinato deshidrogenasa) y |l
(ubiguinona-citocromo c reductasa) (Murphy, 2009; Drése y cols., 2008; Kussmaul
y cols., 2006; Mulkidjanian, 2005; Galkin y cols., 2005). Una proporcién menor de
superéxido se genera en los sistemas de transporte electrénico del reticulo
endoplasmico y de la membrana nuclear, especificamente en los citocromos P450
y b5 que pueden oxidar acidos grasos insaturados (Capdevila y cols., 1981).

El anidon superdxido actia como oxidante o como reductor y es capaz de oxidar
DNA, proteinas, carbohidratos y lipidos. Aunque, el O, no es la especie mas
toxica si es la fuente principal para generar perdxido de hidrégeno (H205).

El peréxido de hidrogeno (HZOZ) es el resultado de la ganancia de dos

electrones por parte del OZ. La mayoria del peréxido de hidrégeno presente en la
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célula proviene de la dismutacién del O, por mecanismos enzimaticos. El HZO2

también se genera en los peroxisomas como consecuencia de la B-oxidacion de

los &cidos grasos (Fig. 2).

Citocromo P450 ) GSSG, 2H20 Citosol
(reacciones detoxificadoras) GRI, ™~ G _
Y GSH [ o
\ Fe2siCus  FedolCrds
Menadiona, pauaqua! 0z- CuZnsSoD b

H202 OH- H:O
¢ CatalasaT
H20 + % 02
Cadena de electrones de transporte mitocondrial
- e /\}}I\ Peroxisomas
+ R SCoA
Acil-CoA
» - atalasa A
— C = = aci.coal 0 FAD ¢ 2 Ha0 SR8 120
rip— 0 o, 2H:0 oxidasa |- FADHEZ 0 v
2. } v »Oo2
&% b _ “2H+ O A ! o
- ——— A%
R SCoA
Encil-CoA

Figura 2. Generacion de radical superoxido (0,7)y peréxido de hidrogeno (H,0,) en la
cadenarespiratoriay los peroxisomas.
GSH: Glutation reducido. GSSG: Glutation oxidado. GR: Glutation reductasa. GPx: Glutation
peroxidasa. Cu/Zn SOD y MnSOD: Superoxido dismutasa. FAD: Flavin adenin dinucleétido

oxidado. FADH: Flavin adenin dinucleétido reducido. (Modificado de Chance y cols., 1979).
Debido a la ausencia de carga eléctrica en su molécula, el H,O, difunde
libremente por la capa de lipidos de las membranas celulares. El HZO2 puede

oxidar directamente metales de transicién como el Fe?* a través de la reaccion de
Fenton para producir el radical HO". Los iones Cu, Co y Ni también pueden
participar en una reaccion similar. El radical hidréxilo (HO") se genera cuando el
H.O, gana un electron (€). Otra reaccion que da lugar a la formacién del radical

HO" es la reaccion de Haber-Weiss en la que el O, con el HZO2 en presencia de

Fe?" da lugar al radical hidréxilo. El HO  es la ERO maés reactiva y debido a su
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inestabilidad reacciona con las biomoléculas en el lugar o lugares cercanos a su

formacion.

1.2.2 Efectos de las especies reactivas de oxigeno sobre las

macromoléculas celulares

Una célula se encuentra bajo estrés oxidativo cuando la concentracion de
especies reactivas generadas exceden su capacidad antioxidante. En estas
condiciones las ERO pueden dafiar cualquier tipo de biomolécula, como acidos

nucleicos (DNA), lipidos y proteinas (Fig. 3) (Klauning y cols., 1998).

ERO

AN HUHI
UL L zz i IR

T

w1 2110 2 membranas

Peroxidos ER()
lipidicos Reacciones
Ne gradativas
- . Daiio aRNA
Dano al DNA Carbonilacion enzimas
y proteinas

Figura 3. Las especies reactivas de oxigeno dafian a todas las biomoléculas celulares.

ERO: Especies Reactivas de Oxigeno. (Modificado de Klauning y cols., 1998).

Los acidos grasos son susceptibles a oxidacion por las especies reactivas
de oxigeno. Se generan hidroperoxidos lipidicos y radicales peroxido lipidicos, que
pueden posteriormente generar malondialdehido (MDA), que puede difundir a

través de las membranas, modificando la estructura y funcion de la membrana. El
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resultado es una pérdida de la integridad de la membrana y posteriormente la
muerte celular.

Las proteinas son blanco de las ERO de manera directa ¢ indirecta
mediante peroxidacion lipidica (Klauning y cols., 1998). Las ERO oxidan a los
aminoacidos metionina, cisteina, histidina, triptéfano, fenilalanina, tirosina,
arginina, lisina, prolina, treonina y acido glutdmico. Esta oxidacion produce un
aumento en su hidrofobicidad y mayor sensibilidad a protedlisis (Shacter, 2000;
Berlett y Stadtman, 1997; Martinez-Cayuela, 1998). Dependiendo de la naturaleza
del oxidante y de la proteina, los cambios pueden variar. El efecto de las ERO en
ciertos aminoacidos pueden provocar la carbonilacion de la proteina que la hace
mas susceptible a degradacion (Cabiscols y cols., 2000; Webster y Nunn, 1988).
Los centros hierro-azufre de las proteinas, pueden ser oxidados por el radical
superoxido (Flint y cols., 1993; Liochev y Fridovich, 1999). El peréxido de
hidrogeno es capaz de oxidar residuos de cisteina y metionina (Imlay 2003; Vogt,
1995; Stadtman y cols., 2003), asi como las cadenas laterales de los aminoacidos
y favorecer la formacion de grupos carbonilo (Stadtman y Levine, 2003).

Las ERO atacan a las purinas, pirimidinas y azlUcares del DNA y provocan
rompimiento o entrecruzamiento de las dos cadenas (Sies y Menck, 1992; Sies,
1993; Rai y cols., 2001). EI DNA mitocondrial es mayoritariamente atacado por las

ERO generadas en la mitocondria.

1.2.3 Sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos

Para contrarestar el efecto de las ERO los organismos cuentan con

mecanismos muy efectivos que incluyen enzimas antioxidantes y sistemas no
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enzimaticos. Una molécula antioxidante se define como aquella que a
concentraciones bajas con respecto a un sustrato oxidable, retrasa o inhibe la

oxidacion de dicho sustrato (Halliwell y Gutteridge, 1995).

1.2.3.1 Antioxidantes enzimaticos

Los sistemas antioxidantes enziméticos se dividen en aquellos que
detoxifican directamente las especies reactivas de oxigeno y aquellos que actian
regulando el estado redox de las proteinas. Las enzimas antioxidantes que
eliminan directamente los radicales O,” y H,O, son la superéxido dismutasa

(Sod), la catalasa (Cat,Ctt) y las peroxidasas (Gpx) (Fig. 4).

N Hongo Patégeno

0,
40,
%
Q
o:

2 Sod

ZOZ
LOOH 5 ﬂCta ,Ctt
R
\ / H,0 + O,
LoO *
Lo °

— P, 1OH+

ROO Trx ROH+ H,0
RO’

Figura 4. Antioxidantes enzimaticos presentes en levaduras.

Sod: Superodxido dismutasa. Cta, Ctt: Catalasas. Gpx: Glutatién peroxidasas. Prx: Peroxiredoxinas.
Trx: Tioredoxinas. LOOH: Lipidos de membrana. LOO’, LO": Radicales lipidicos. LOH, ROH:
Alcohol. ROO’, RO": Perdxidos organicos. R": Radical libre.
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1.2.3.1.1 Superoxido dismutasa

La superoxido dismutasa (Sod) fue descrita en 1969 por primera vez por
McCord y Fridovich. Las superdxido dismutasas son una familia de metaloenzimas

gue convierten el O, a H,O, y H,0.

o," —224 5 H,0, +H,0

Las Sod se clasifican de acuerdo a su cofactor metalico: Cu-Sod, Cu-Zn-
Sod, Mn-Sod, Fe-Sod y NiSod. ElI metal de transicion (Cu, Mn, Ni 6 Fe) reacciona
con el O, quitandole su electrén para generar H,O,,

El nimero de Sod presentes en cada organismo varia dependiendo
probablemente de su nicho natural. Tipicamente, los eucariotes expresan la
CuZnSod citosolica y la MnSod mitocondrial (Fridovich, 1995). Por ejemplo, C.
albicans posee seis superdxido dismutasas con potencial para reducir el
superoxido a agua y oxigeno (Martchenko, y cols., 2004; Chaves y cols., 2007). Se
ha reportado que CaSodl1 y CaSod2 protegen a C. albicans en fase de crecimiento
logaritmica y en fase estacionaria, aunque, existen diferencias entre ellas.
CaSodlp, es importante para la virulencia en un modelo marido y protege a las
células del radical superoxido producido por macréfagos. CaSod2p no tiene efecto
en virulencia pero protege a la célula contra el superdxido producido
intracelularmente (Hwang y cols., 2003). CaSod3p, es una superéxido dismutasa
atipica involucrada unicamente en fase estacionaria (Lamarre y cols., 2001). Para

CaSod4p y CaSod6p aun no se ha descrito su funcion. CaSod5p esta involucrada

11
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en la virulencia de C. albicans pero no participa en la defensa de C. albicans
contra la actividad fungicida de macrofagos (Martchenko y cols., 2004).

S. cerevisiae, posee dos Sod. La Sodl (CuZnSod) se encuentra en
citoplasma, nucleo y en el espacio intermembranal de la mitocondria (Sturz y cols.,
2001) y la Sod2 (MnSod) se localiza en mitocondria. La actividad superéxido
dismutasa es esencial para la supervivencia durante la fase estacionaria, pero no
asi durante el crecimiento exponencial (Longo, y cols., 1996). Células sodl1A
presentan un pobre crecimiento aerdbico, auxotrofia para lisina, metionina 6
cisteina (Gralla y Kosman, 1992). ScMnSod es esencial para la tolerancia a etanol
durante la fase post-diauxica (Costa y cols., 1997). Se sabe que ambas ScSod,
contribuyen a evitar la carboxilacion de proteinas durante la fase estacionaria y
protegen a las levaduras del radical O, durante hiperoxia (O’Brien y cols., 2004;
Outten y cols., 2005).

Por andlisis de secuencia (www.genolevures.org) se encontrd6 que el
genoma de C. glabrata tiene dos genes para superoxido dismutasa, la CuZnSOD
(CAGL0OCO04741g) y la FeMnSOD (CAGLOE04356q) codificadas por los genes
SOD1 y SOD2 respectivamente. La CgSodl posee un 83% de identidad con
ScSodl, mientras que la CgSod2 tiene una identidad de 72% con respecto a
ScSod2, esta homologia sugiere que CgSodl se localiza en citosol, mientras

CgSod2 en la matriz mitocondrial.

1.2.3.1.2 Catalasa

La catalasa (Ctal, Cttl) es la enzima encargada de hidrolizar el H,O, a

oxigeno y agua.

12
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H,0, =2 o +o,

Son proteinas homotetraméricas en las que cada mondmero contiene un
grupo hemo en su sitio catalitico, y NADPH o un dominio tipo flavodoxina (Kirkman
y cols., 1987). Poseen una baja afinidad por el sustrato, pero, son 10* veces mas
rapidas que las peroxidasas. Esta gran eficiencia catalitica las hace que sean
excelentes detoxificadoras del peroxido de hidrégeno.

C. albicans posee una catalasa que le confiere resistencia a H,O, (Wysong
y cols., 1998). La ausencia de CaCtalp no altera el fenotipo o morfologia de la
cepa pero atenta draméticamente la habilidad de C. albicans para resistir el dafio

por leucocitos humanos in vitro (Wysong y cols., 1998).

S. cerevisiae tiene dos catalasas ScCtalp y ScCttlp (Cohen et al., 1988;
Hartig y Ruis 1986). ScCttlp se localiza en el citoplasma y su expresién esta
regulada por estrés osmoético, choque térmico, estrés oxidativo, limitacion de
nutrientes, etanol y acidos débiles (Marchler y cols., 1993; Davidson y cols., 1996).
ScCtalp se localiza tanto en la mitocondria como en el peroxisoma (Lapinskas y
cols., 1995). Su funcién en la mitocondria es eliminar el H,O, generado durante la
respiracion mitocondrial y en el peroxisoma elimina el H,O, formado por la B-
oxidacion de acidos grasos (Petrova y cols., 2004). Las catalasas ScCtalp y
ScCttlp tienen un papel importante en la adquisicion de tolerancia a estrés
oxidativo en la respuesta adaptiva (Izawa y cols., 1996; Lushchak y Gospodaryov,

2005).

13
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C. glabrata posee una catalasa Ctalp y su caracterizacion fue parte de esta

tesis (Capitulo 2).

1.2.3.1.3 Glutation peroxidasas

Las glutation peroxidasas (Gpx’s) son enzimas encargadas de detoxificar el
H.O, y los hidroperéxidos organicos a agua y el alcohol correspondiente. Se
localizan en la membrana celular, la mitocondria y el citosol. Las Gpx's son
capaces de proteger a la célula contra oxidacidn de proteinas, lipidos de
membrana y acidos nucleicos. Son enzimas que utilizan el glutation reducido
(GSH) como reductor, y lo convierten a glutation oxidado (GSSG). Las células
para mantener los niveles de glutation reducido, reducen al GSSG por medio de la

glutation reductasa, la cual utiliza NADPH (Collinson y Dawes, 1995).

Basados en analisis de secuencia del genoma de S. cerevisiae, se
describieron tres glutation peroxidasas, Gpx1l, Gpx2 y Gpx3 (Inoue y cols., 1999).
Sin embargo, alineamientos de estas secuencias con secuencias de eucariotes
superiores, se encontr6 que no son GPxs, sino glutation peroxidasas de
hidroperoxidos de fosfolipidos (PHGPxs). Al realizar ensayos in vivo se comprobé
gue tenian actividad de PHGPXxs, ya que estas enzimas protegen a la levadura de
hidroperoxidos lipidicos durante estrés oxidativo (Avery y Avery, 2001).

C. albicans posee una glutation peroxidasa (Gpxl) y dos glutation
peroxidasas putativas (codificadas por orf19.85 y orf19.87) con alta homologia a
Gpxlp. Sorprendentemente, en presencia de diamida 6 H,O, solo se expresa

Gpx1p (Kuschy cols., 2007).
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Interesantemente, C. glabrata no tiene Gpx1lp ni Gpx3p. Sin embargo por
analisis de secuencia, se encontré que posee CgGpx2p la cual tiene una identidad

del 74% con ScGpx2p.

1.2.3.1.4 Tioredoxina

La tioredoxina (Trx) es una pequefia proteina de 25 KDa que contiene un
sitio activo con un puente disulfuro redox activo (Holgrem, 1989). Su funcién es de
oxidoreductasa que cataliza la reduccion de puentes disulfuro. Tiene un papel
importante en el mantenimiento del estado redox de los grupos tioles de las
proteinas (Sen, 1998). La Trx dona electrones de su sitio activo a los puentes
disulfuro de las proteinas [Proteina-(SH),], como resultado queda la Trx oxidada
en el puente disulfuro, la cual es reducida directamente por la tioredoxina

reductasa con electrones donados por el NADPH (Holgrem, 1989).

— .

— — ' .-'I‘ ..I'.I
NADPH+H+ [ N\ /|1 | (N / )asH \
N W T renene
\/ \/ (o
A/ AN\ sH—" N\ /“~_] ROOH
naoP+( / N\ ) ™7 | |/ \ss /
SH /

Figura 5. Mecanismo del sistema tioredoxina.
Trx: Tioredoxina. Prx: Peroxiredoxina. Trx: Tioredoxina. NADPH: Nicotinamida-Adenina
Dinucleodtido Fosfato reducido. NADP: Nicotinamida-Adenina Dinucleétido Fosfato oxidado. ROOH:

Peroxido organico reducido. ROH: Alcohol.
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S. cerevisiae contiene un sistema citoplasmatico que comprende las
tioredoxinas Trx1p, Trx2p y a la tioredoxina reductasa Trrlp. Ademas posee un
sistema de tioredoxinas en la mitocondria que esta formado por la tioredoxina Trx3
y la tioredoxina reductasa Trr2p (Trotter y Grant, 2005). Existen evidencias que
sugieren que el sistema citoplasmatico de Trx tiene funciones sobrelapadas con el
sistema de glutaredoxina (Muller y cols., 1996, Draculic y cols., 2000), pero el
sistema mitocondrial no es capaz de sustituir al sistema citoplasmatico ¢ al
sistema de glutaredoxina (Draculic y cols., 2000). Las tioredoxinas mitocondriales
estan implicadas en la defensa contra el estrés oxidativo generado durante el
metabolismo respiratorio (Pedrajas y cols., 1999).

En C. albicans la localizacion de la tioredoxina Tsalp depende de las
condiciones de crecimiento. Una fusion Tsalp-GFP revel6 que en células
levaduriformes la proteina se localiza en nucleo y citoplasma, mientras en las
células en forma de hifa se encuentra Unicamente en la superficie celular (Urban y
cols., 2003; Shin y cols., 2005). Interesantemente, analisis de espectrometria de
masas mostraron que Trxs también se sobreexpresan en células que forman bio-
peliculas (Seneviratne y cols., 2008).

En C. glabrata la tioredoxina CgTsalp se sobre-expresa en ceélulas que
cambian fenotipicamente de colsor blanco a café obscuro, en presencia de CuSO4
(Srikanta y cols., 2005), este cambio fenotipico en C. albicans se considera un
factor de virulencia. Lo que sugiere que CgTsalp podria estar implicada en
funciones no obvias de colsonizacion y virulencia. También se ha observado que

CgTsalp puede contribuir a la resistencia a los azoles y podria incrementar la
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expresion de ERG11 (gen que codifica para la 14-a-dimetilasa, proteina central en

la biosintesis del ergosterol y blanco de antifingicos) (Rogers y cols., 2006).

1.2.3.1.5 Glutaredoxina

La glutaredoxina (Grx) es una enzima oxidoreductasa cuya funcion es
proteger y reparar los grupos tiol de las proteinas (Starke y cols., 1997; Holmgren,
1989). La glutaredoxina establece un ciclo redox con el glutation y la glutatién

reductasa (Fig. 6).

/

NADPH+H+ | / GssG( » /) 2H
~V N Grx _NROH+ H,0
GR [ S-S (GPx
VvV \\ /728K ~_/ROOH
NADP+| / \_)2GSH /i~

“GST

GS-conjugado + H+ « Substrato

Figura 6. Sistema antioxidante glutaredoxina.
Grx: Glutaredoxina. GPx: Glutatién peroxidasa. GSH: Glutation reducido. GSSG: Glutation oxidado.
NADPH: Nicotinamida-Adenina Dinucleétido Fosfato reducido. NADP: Nicotinamida-Adenina

Dinucleétido Fosfato oxidado. ROOH: Perdxido organico reducido. ROH: Alcohol.

Aunque parece que la glutaredoxina y la tioredoxina tienen la misma
funcién, su afinidad por los sustratos es diferente, pero ambas son

complementarias en la reparacion de los grupos tiol (Yoshitake y cols., 1994). Las
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Grxs oxidadas son reducidas por el tripeptido glutation (GSH) que utiliza los
electrones donados por el cofactor NADPH (Holgrem, 1989).

En S. cerevisiae Grxl y Grx2 son glutaredoxinas ditidlicas citosdlicas,
mientras Grx3, Grx4 y Grx5 son monotidlicas. Grx5 se localiza en la matriz
mitocondrial y su actividad es muy importante ya que en su ausencia enzimas con
centros Fe/S son inactivas, no hay crecimiento en condiciones respiratorias, hay
acumulacion de hierro intracelular y se produce una oxidacion constitutiva de las
proteinas. Grx3 y Grx4 poseen un dominio de exporte nuclear (NES) homdélogo al
de la tioredoxina que les permite localizarse en nucleo. Se demostré que las Gpxs
ditidlicas son funcionalmente divergentes de las monotidlicas, ya que las Gpxs
ditilicas de S. cerevisiae no son capaces de rescatar los defectos de la mutante
grx5A (Gpx monotidlica), mientras que las monotiolicas si complementan cuando
son dirigidas a la matriz mitocondrial (Molina y cols., 2004). Grx6 se localiza en el
reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi, es considerada la primera
glutaredoxina monotidlica que se une directamente al grupo hierro-sulfuro. El
grupo hierro-sulfuro puede ser estabilizado por glutation reducido y su pérdida
resulta en la conversion de tetrameros a dimeros. Grx7 se encuentra también en el
Golgi y una caracteristica importante es que no se une a iones metalicos, pero se
modifica covalentemente mediante una insercion de los aminoacidos G(S/T)n,
entre una lisina conservada y la cisteina del sitio activo. Las diferencias entre las
glutaredoxinas probablemente reflejan las diversas funciones in vivo y explica
porque en S. cerevisiae existen al menos siete glutaredoxinas (lzquierdo y cols.,

2008; Mesecke y cols., 2008).
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Como S. cerevisiae, C. glabrata posee tres Grx monotidlicas, dos CgGrx
con un dominio de exporte nuclear (NES) homologo al de la tioredoxina que les
permite localizarse en nucleo mientras C. albicans solo tiene una Grx de este tipo
(Trx-Grx) (Herrero, 2005). EIl hecho que glutaredoxinas con NES homoéloga al de
las tioredoxinas estén presentes en estas levaduras sugiere que este tipo de
estructura aparecio antes de la divergencia entre C. glabrata y S. cerevisiae

(Herrero, 2005).

1.2.3.2 Antioxidantes no enzimaticos

Para protegerse de las ERO la célula tiene ademas de los sistemas
enzimaticos, moléculas que no son enzimas, pero que tienen la capacidad de
eliminar a los radicales libres. Estas moléculas son: el glutatién, las vitaminas E y
C, los carotenos, los tioles, las poliaminas y el &cido eritroascérbico (Packer y

cols., 1979; Gutteridge, 1994; Sies, 1997).

1.2.3.2.1 Glutation

El glutation (GSH) es un tripéptido formado por glicina, cisteina y acido
glutamico (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina). Es el tiol mas abundante en la célula.
Esta implicado en la defensa celular contra xenobioticos, radicales libres e
hidroperoxidos. El GSH se sintetiza por la reaccion de dos enzimas, la glutation
sintetasa (GSH1) y la yGCS (y-L-glutamil-L-cisteina sintetasa, GSH2). El glutation
se exporta fuera de la célula por medio de un transportador especifico. Se degrada

en el ciclo del y-glutamilo (Fig. 7) (Meister y Anderson, 1983).
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El glutation es un antioxidante, y algunas veces cofactor de diversas enzimas,
proteinas y otras biomoléculas protegiéndolas de las ERO. Interviene en procesos
metabdlicos como la comunicacion intramolecular, transporte de metales y en la
regulacion del estado redox de las proteinas durante los procesos de degradacion
y plegamiento (Meister, 1995; Anderson, 1997; Pastore y cols., 2003). El glutation

es un reservorio de cisteina para la célula (Elskens y cols., 1991).

extracelular Célula
v-Glu-Cys-Gly
@ (glutatién)
Glutation sintetasa
aminoacido ATP

/

y-glutamilo
transpeptidasa

/A 7-Glu-Cys
Gly 7-Glu-Cys sintetasa
Presenteen la
cara externa de eptidasa s’/
lamembrana 7-Glu aminoacido Cys-Gly —PSPICESE Cy: ATP
plasmatica
glutamato
7-glutamilo @

ciclotransferasa :
oxoprolinasa

@ R 5’-oxoprolina ATP

Libera el aminoécido para
ser utilizado por la célula

Figura 7. Ciclo de sintesis y degradacion del glutatién (ciclo del y-glutamil) (Modificado de
Meister, 1973; Meister y Anderson, 1983).

1. EIl glutation se sintetiza en la célula y se transporta a la superficie externa de la membrana
plasmatica.

2. La enzima y-glutamilo transpeptidasa cataliza la transferencia de un grupo y-glutamilo del glutation al
aminoacido. Esto facilita la captacién del y-glutamilo aminoéacido por la célula.

3. Lay-glutamilo ciclotransferasa libera el aminoacido para que sea usado por la célula.

4. El glutation es resintetizado por la accién de la oxoprolinasa, la y-glutamilo cisteinil sintetasa y la

glutatién sintetasa, en tres reacciones ATP-dependientes.

1.2.3.2.2 Vitamina E

La vitamina E es el antioxidante liposoluble de membrana mas importante.

El término vitamina E agrupa al menos ocho isbmeros estructurales de tocoferoles
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y tocotrienoles. Los tocoferoles se localizan en la mitocondria y reticulo
endoplasmico y es el a-tocoferol el que posee la mayor actividad antioxidante
(Burton y Traber, 1990). La vitamina E es capaz de neutralizar los radicales
hidroxilo, superéxido y radicales libres lipidicos (Burton e Ingold, 1981). La
neutralizacion por la vitamina E de un radical provoca la formacion de un complejo
radical-vitamina E, que es reciclado a vitamina E por el glutation o el ascorbato

(Burton y Traber, 1990).

1.2.3.2.3 Vitamina C

La vitamina C (acido ascérbico) es una molécula hidrosoluble, capaz de
neutralizar los radicales hidroxilo, superéxido y lipohidroperoxido. Su funcién
principal es regenerar otras moléculas pequefias como el GSH, B-caroteno y urato.
Cuando se recicla la vitamina C se consume el ascorbato pasando a radical
ascorbato, el cual puede a su vez pasar reciclado por la NADH semiascorbil
reductasa, o por tioles celulares como el glutation o el acido dihidrolipoico

(Sevanian y cols., 1985).

1.2.3.2.4 Poliaminas

Son moléculas derivadas de aminoacidos que estan cargadas
positivamente, lo que les permite unirse a DNA, RNA y algunas proteinas. Son
compuestos nitrogenados alifaticos implicados en la proteccién contra el estrés
oxidativo. Las poliaminas detoxifican principalmente al radical superéxido. La
espermidina y la espermina son esenciales para el crecimiento aerdbico de S.

cerevisiae (Balansudaram y cols., 1991; Balansudaram y cols., 1993).
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1.2.3.2.5 Acido Eritroascorbico

El acido eritroascérbico es un compuesto con propiedades similares al
acido ascorbico. Es un agente reductor que reacciona con los radicales hidroxilo,
superéxido y peroxido de hidrogeno. También se ha reportado como cofactor de
algunas enzimas (Peterkofsky, 1991). El acido eritroascérbico a pesar de haber
sido identificado en S. cerevisiae, su papel especifico no ha sido todavia

determinado (Nick y cols., 1986; Kim y cols., 1998; Spickett y cols., 2000).

1.2.4 Factores transcripcionales

En levaduras al igual que en otros organismos se han descrito varios
factores transcripcionales que regulan la expresion de genes que codifican para

enzimas con actividad antioxidante.

1.2.4.1 Yaplp

El factor transcripcional Yaplp controla la activacion de genes de respuesta
a estrés oxidativo. Yaplp es un homodlogo de c-jun, el producto de un oncogén de
mamiferos que como heterodimero u homodimero con c-fos forma el activador
transcripcional AP-1; Yaplp también es capaz de unirse a sitios AP-1 in vitro e in
vivo. S. cerevisiae tiene ocho proteinas tipo AP-1: Yaplp-Yap8p, las cuales
contienen un dominio basico con una cremallera de leucina (b-ZIP) y un dominio
rico en cisteinas (CRD) en sus extremos amino y carboxilo terminal (n-CRD y c-
CRD) (Fernandes y cols., 1997; Toone y cols., 2001). Yaplp fue la primera
proteina descrita de esta familia y se identificé por su capacidad de unirse y activar

el elemento ARE (AP-1 recognition element) en el promotor del virus SV-40, que
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es similar al de la familia de transactivadores de mamiferos c-Jun (Harshman y
cols., 1988). Yaplp reconoce la secuencia T(C/G)ACTAA (Kuge y Jones, 1994;
Wu y Moye-Rowley, 1994). Una mutacion en el gen YAP1l resulta en
hipersensibilidad a peréxido, diamida, ciertos electrofilos y cadmio (Toone y cols.,
2001). En cambio, cepas con un alto numero de copias del gen YAP1 son
hiperresistentes a compuestos téxicos, como cicloheximida, cadmio, alquilantes y
quelantes de Zn** y Fe?" (Hussain y Lenard, 1991; Hertle y cols., 1991; Schnell y
Entian, 1991). También se produce un incremento en la expresion de superoxido
dismutasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, glutation reductasa y glutation.
Yaplp también regula los siguientes genes PDR5, YCF1 y SNQ2 (transportadores
ABC), GSH1 (sintetasa de y-glutamilcisteina), GLR1 (glutation oxidoreductasa),
TRX2 (tioredoxina), TRR1 (tioredoxina reductasa), TSP1 (trehalosa fosfato
sintetasa) y SSA1 (ATP-asa). Asi mismo, en los promotores de SOD1 (superoxido
dismutasa) y ZWF1 (deshidrogenasa de glucosa-6-fosfato) se han localizado
posibles sitios de union de Yaplp (Wuy Moye-Rowley, 1994; Kuge y Jones, 1994;
Wemmie y cols., 1994; Morgan y cols., 1997; Gounalaki y Thireos, 1994; Stephen
y cols., 1995).

Yaplp en condiciones normales de crecimiento se localiza en el citoplasma
y ndcleo, pero en respuesta a estrés oxidativo se acumula en nucleo (Kuge y cols.,
1997). La traslocacion de Yaplp al nucleo es regulada por sus extremos amino y
carboxilo terminal, ya que la retencion nuclear de Yaplp es mediada por los dos
dominios ricos en cisteinas, uno formado por los residuos C598, C620 y C629 en

el extremo C-terminal (c-CRD) en donde se sobrelapa con la sefial de exportacion

23



Estrés oxidativo y adherencia de Candida glabrata

nuclear (NES) (Kuge y cols., 1997), y el otro, hacia el extremo N-terminal (n-CRD)
conteniendo las cisteinas C303, C310 y C315 (Delaunay y cols., 2000). En
condiciones oxidantes, la exportina Crm1 no se puede unir a la sefial nuclear de
exportacion (NES) de Yapl y de esta manera se impide su salida al citoplasma
(Yan y cols., 1998). Yaplp también es regulado a nivel postraduccional, ya que
diferentes oxidantes activan a Yaplp de forma distinta; la activacion por H,0O,
ocurre a través de la formacion de un enlace disulfuro intramolecular entre las
cisteinas C303 y C598 (Delaunay y cols., 2000), mientras en la activacién por
diamida participan las cisteinas C598, C620 y C629 (Kuge y cols., 2001). Se ha
demostrado que la glutation peroxidasa Gpx3p se requiere para oxidar Yaplp en
presencia de H,O, (Delaunay y cols., 2002). Se propone también que la proteina
Ybpl (por Yapl binding protein) actia de manera paralela a Gpx3p, aungue el
mecanismo no se ha caracterizado (Veal y cols., 2003).

Mientras Yaplp ha sido estudiada ampliamente, las funciones del resto de
las proteinas AP-1 no han sido estudiadas a profundidad (Toone y Jones, 1999;
Toone y cols., 2001). La sobreexpresion de Yap2p confiere tolerancia celular a
cadmio y al farmaco citotoxico 1,10-fenantrolina (Bossier y cols., 1993; Wu y cols.,
1993). Yap4p (Cin5p) y Yap6p (Hal7p) son proteinas nucleares que confieren
resistencia al farmaco antitumoral cisplatino cuando se sobre-expresan (Furuchi y
cols., 2001). Yap6p (Hal7p) y Yap7p (Hal6p) incrementan la tolerancia a sodio y
litio (Mendizabal y cols., 1998). Yap8p (Acrlp/Arrlp) esta involucrada en la
tolerancia a arsénico, probablemente mediante la regulacion de la expresion de

ACR2 y ACR3 (Bobrowicz y cols., 1997; Bouganim y cols., 2001).
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Se ha reportado que el gen ortélogo de YAP1 en C. glabrata responde a
estrés oxidativo y compuestos como benomil, diamida y menadiona (Chen y cols.,
2007). El gen ortologo YAP1 de C. albicans también responde a estrés oxidativo

(Alarco y Raymond, 1999; Zhang y cols., 2000).

1.2.4.2 Skn7p

Skn7p es un factor transcripcional que forma parte del sistema de dos
componentes. Estos sistemas de transduccion de sefiales constan de una primera
proteina, una cinasa de histidina en la membrana celular. Esta proteina detecta la
sefal y fosforila una histidina en la segunda proteina (el segundo componente)
que es la que regula la respuesta. El grupo fosfato se transfiere a un &cido
aspartico del dominio receptor de esta segunda proteina. En procariotes, este
segundo componente es un factor transcripcional que induce directamente la
expresion de ciertos genes tras recibir la sefial. Skn7p es parte del sistema de dos
componentes y se ha demostrado que Skn7p tiene una funcién de activacion
transcripcional. Inicialmente se encontré6 que Skn7p era un factor transcripcional
implicado en la respuesta a estrés oxidativo en un ensayo de busqueda de genes
cuya mutaciéon provocaba hipersensibilidad a H,O, (Krems et al., 1995). Skn7p se
encuentra localizado mayoritariamente en nucleo (Raitt y cols., 2000) y la caja a la
gue se une en respuesta a estrés oxidativo es: GGC(C/T)GGC (Tsuzi y cols.,
2004).

Skn7p coopera con Yaplp para activar a TRX2 y TRR1 en respuesta a
estrés oxidativo. Sin embargo, aunque ambos factores transcripcionales son

importantes para conferir resistencia a H,O,, solamente Yaplp es importante para
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la resistencia a cadmio ya que Skn7p tiene un efecto negativo para este
compuesto. Por medio de geles bidimensionales en respuesta a H,O, se encontro,
qgue Yapl controla al menos 32 proteinas, 15 de las cuales también se inducen por
Skn7p. También se encontr6 un grupo de proteinas que son controladas
Gnicamente por Skn7p. De esta manera se tienen tres grupos de genes: los
regulados por ambos factores transcripcionales y los controlados por Yaplp 6
Skn7p (Lee y cols., 1999). Skn7p no sélo esta implicado en estrés oxidativo,
también participa en respuesta a otros tipos de estrés: a) Skn7p se une a la
GTPasa Rhol implicada en la sintesis de pared celular (Alberts y cols., 1998), b)
Skn7p permite la induccion de los genes regulados por Hsflp en respuesta a
estrés (Raitt y cols., 2000), ¢) Skn7p se asocia con el factor transcripcional de ciclo
celular Mbpl (Bouquin y cols., 1999) y d) Skn7p estabiliza el factor Crz1 de la via
de la calcineurina (ruta importante en la regulacién de la tolerancia celular a
iones).

Skn7 en C. albicans participa en la REO. La mutante skn7A en C. albicans

fue sensible a H,0O, (Singh y cols., 2004).

1.2.4.3 Msn2p/Mns4p

Msn2p y Msn4p son factores transcripcionales con dominios de dedos de
zinc, que median la respuesta general al estrés en S. cerevisiae (Martinez-Pastor
y cols., 1996). MSN2 y MSN4 fueron aislados como supresores en multicopia de
mutantes termosensibles en la cinasa Snflp (Estruch y Carlson, 1993), implicada
en la desrepresion de los genes reprimidos por glucosa en S. cerevisiae. Msn2p y

Msn4p poseen cada una dos dominios de dedos de zinc del tipo C,H,, con alta
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homologia entre si, y también con los dedos de zinc de otras proteinas.
Msn2p/Msn4p responden a muchos tipos de estrés como, estrés por calor,
ausencia de nitrégeno y glucosa, estrés oxidativo, estrés por etanol y estrés
osmotico (Estruch y Carlson, 1993; Marchler y cols., 1993; Schuller y cols., 1994).
En S. cerevisiae, ScMsn2p y ScMsn4p tienen una identidad del 41% y un 60% de
similitud. Esta baja homologia entre ambos factores transcripcionales sugiere que
pueden activar a grupos de genes distintos en respuesta a estrés y que no son
funcionalmente redundantes. La cepa mutante msn2A muestra una sensibilidad
moderada al estrés, mientras la cepa msn4A presenta el mismo fenotipo que la
cepa silvestre. Estos datos apoyan la idea que ScMsn2p es el factor principal en
respuesta a estrés, y ScMsn4p seria secundario (Martinez-Pastor y cols., 1996).
Cuando hay sobreexpresion de Msn2p 6 Msndp las cepas muestran un
incremento en la resistencia a estrés por calor o ausencia de glucosa (Martinez-
Pastor y cols., 1996), aunque la sobre-expresion de MSN2 parece tener un mayor
efecto protector que la de MSN4. Tanto la ausencia como la sobre-expresién de
MSN2 tienen efectos mas claros que con MSN4 (Martinez-Pastor y cols., 1996).
Msn2p/Msn4p reconocen la misma secuencia en el DNA, denominada STRE
(stress response element) CCCCT &6 en orientacion inversa, AGGGG. Estas
secuencias se han encontrado en una gran cantidad de genes que participan en
distintas condiciones de estrés. La secuencia STRE se identificO por primera vez
en los genes CTT1 (catalasa T citoplasmatica (Wieser y cols., 1991) y DDR2
(proteina de respuesta a multiestrés) (Kobayashi y McEntee, 1993). Una copia de
esta secuencia en el promotor es suficiente para activar la transcripcion de los

genes que la contienen, aunque mas copias conceden un efecto mayor a dicha
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expresion (Kobayashi y McEntee, 1993; Treger y cols., 1998). Ambos factores
transcripcionales se localizan tanto en el citoplasma como en el nucleo de las
células en condiciones normales de crecimiento. Durante estrés se acumulan de
manera rapida y reversible en el nucleo (Gorner y cols., 1998). Son regulados
negativamente por la via PKA (Marchler y cols., 1993).

En constraste, en C. albicans Msn2p/Msn4p no contribuyen

significativamente a la respuesta al estrés (Nicholls y cols., 2004).

1.3 Desarrollo de un método de diagnostico para Candida

glabrata

Las infecciones por Candida son una causa importante de morbilidad y
mortalidad en pacientes inmunocomprometidos. Debido a que las infecciones
fungicas no suelen ofrecer manifestaciones clinicas definidas que permitan
detectar oportunamente, la falta de un método diagnostico rapido dificulta el
tratamiento oportuno de candidiasis ocasionada por C. glabrata. Los métodos
usados actualmente para su diagndstico estdn basados en caracteristicas
morfolégicas y bioquimicas, como son su incapacidad para formar pseudo-hifas o
hifas, el color de las colonias, el tamafio de las células, la asimilacion de fuentes
de carbono, la fermentacion de azlcares y en algunos casos la asimilacion de
nitratos. Estos métodos tienen una baja especificidad y requieren de al menos 48
horas para ofrecer un diagnostico. En el caso de candidemias si el nUmero de
microorganismos es bajo, estos métodos no logran detectar a C. glabrata. Esto
retrasa su diagnoéstico y pone en peligro la vida del paciente. En los ultimos afios

los métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) muestran
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una mayor sensibilidad y rapidez. Este método utiliza la secuencia de los genes
ribosomales y sus espaciadores internos (ITS). Una desventaja de este método es
que los productos amplificados deben ser manipulados posteriormente para la
correcta identificacion. Dentro de los métodos moleculares se describe un método
para identificar siete especies de Candida por medio de DHPLC desnaturalizante,
el cual permite un analisis de alta resolucion de productos de PCR a partir de
cultivos de sangre, en donde las amplificaciones son de las regiones variables
ITS2 con un analisis subsecuente con el sistema de analisis microbiano WAVE. El
DHPLC desnaturalizante separa los productos de PCR los cuales son tefiidos con
tincion intercalable y se visualizan con un detector de fluorescencia. Este método
es de alto costo y requiere un dia de trabajo (Goldenberg y cols., 2005).

Asimismo, se ha reportado el uso de hibridacion por fluorescencia in
situ (FISH) con sondas de PNA para C. albicans, en donde se reportan datos
variables en cuanto a la especificidad y sensibilidad del método. En ciertos
reportes hay inconsistencias con cepas clinicas que no dieron un resultado
positivo, pero al hacer las pruebas bioquimicas detectaron especies diferentes de
Candida. La fiabilidad de la prueba depende del disefio de las sondas de
oligonucledtidos. (Rigby y cols., 2002; Wilson y cols., 2005; Forrest y cols., 2006;
Reller y cols., 2007)

Se requiere de un método de diagndstico molecular, rapido y especifico
para identificar a C. glabrata en muestras complejas. Desarrollamos un método
gue identifica correctamente C. glabrata. La rapidez y la especificidad de esta
prueba permitira la prescripcion de un tratamiento antifUngico temprano, lo cual se

traducirad en un mejor pronostico en pacientes con infecciones fangicas graves.
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1.4 Objetivos

En el presente trabajo nos propusimos los siguientes objetivos:

1) Estudiar la respuesta a estrés oxidativo en Candida glabrata.

2) Evaluar si diferentes aislados de Candida glabrata eran capaces de
adherirse in vitro a células epiteliales, asi como, analizar si esta
adhesion esta mediada por las mismas adhesinas (Epas) en los

distintos aislados.

3) Desarrollar un método de diagnéstico rapido y especifico para

identificar a Candida glabrata.
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Capitulo 2

High Resistance to Oxidative Stress in the Fungal
Pathogen Candida glabrata Is Mediated by a Single
Catalase, Ctalp, and Is Controlled by the Transcription

Factors Yaplp, Skn7p, Msn2p and Msn4p
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We characterized the oxidative stress response of Candida glabrata to better understand the virulence of this
fungal pathoegen. C. glabrata could withstand higher concentrations of H,O, than Saccharomyces cerevisige and
even Candida albicans. Stationary-phase cells were extremely resistant to oxidative stress, and this resistance
was dependent on the concerted roles of stress-related transcription factors Yaplp, Skn7p, and Msndp. We
showed that growing cells of C. glabrata were able to adapt to high levels of H,0, and that this adaptive
response was dependent on Yaplp and Skn7p and partially on the general stress transcription factors Msn2p
and Msndp. C. glabrata has a single catalase gene, CTAL, which was absolutely required for resistance to H,0,
in vitro. However, in a monse model of systemic infection, a strain lacking CT A1 showed no effect on virulence.

Recent surveys show that Candida species are responsible
for about 8% of all hospital-acquired bloodstream infections,
and among these species, the two most frequently isolated are
Candida albicans and Candida glabrata (60, 73). C. glabrata is
an opportunistic fungal pathogen that is a commensal in hu-
man gastrointestinal and genitourinary tracts but that also
causes severe invasive infections. Phylogenetically, C. glabrata
is quite distinct from C. albicars but is closely related to Sac-
charomyces cerevisiae. The virulence attributes that allow C.
glabrara to colonize human tissues and cause disseminated
infections have recently started to be identified (reviewed in
reference 40).

Phagocytic cells are the first line of defense against fungal
infections (49). These cells generate reactive oxygen species
(ROS), including superoxide, hydrogen peroxide {H,0,), and
hydroxyl radicals, that can damage all biomolecules and de-
stroy phagocytosed pathogens (27, 70). ROS are also by-prod-
ucts of normal aerobic metabolism, and all aerobic organisms
possess mechanisms to maintain very low levels of these spe-
cies. In particular, a variety of small antioxidant molecules,
such as glutathione and thioredoxin, are synthesized to scav-
enge ROS, and even tyrosine has been proposed to have a
protective role against oxidative stress (48). In addition, several
well-characterized enzymes, such as the superoxide dismu-
tases, catalases, peroxidases, and glutathione peroxidases, are
produced to eliminate ROS. Pathogens have coopted these
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well-conserved antioxidation mechanisms to evade phagocyte
defenses (5, 27, 69, 70); thus, the production of these enzymes
is directly related to virulence (35, 76).

When cells are under oxidative stress, transcriptional remod-
eling occurs to ensure the proper response. The enzymes and
the regulation of the oxidative stress response (OSR) are well
conserved among fungal species. Catalases are well-conserved
detoxifying enzymes catalyzing the conversion of H,O, to H,O
and molecular oxygen (reviewed in references 1 and 2). S
cerevisine has two catalase genes, both of which are required
for detoxifying H,O5 (13, 30, 65, 66, 72). Both C. albicans and
C. glabrata carry only one catalase gene, and C. albicans cata-
lase has been shown to play an important role in the virulence
of C. albicans (56, 74, 76). The OSR in S. cerevisiae is in part
under the control of the well-studied transcription factors
Yaplp, Skn7p, Msn2p, and Msndp (21, 43, 44, 46, 53, 64). S.
cerevisine Yaplp (ScYaplp) belongs to the family of basic
leucine zipper domain transcription factors and controls the
expression of at least 32 proteins of the H,O, stimulon (46).
Strains lacking Yaplp are hypersensitive to H,O,. The Yaplp
orthologs in C. albicans (Caplp) (3, 78), Schizosaccharomyces
pombe (Paplp) (71), and Ustilago maydis (Yaplp) (52) have
been characterized previously, and they are involved in the
OSR. The C. glabrata Yaplp ortholog is functionally involved
not only in the OSR, but also in resistance to different drugs
(11). ScSkn7p contains a receiver domain found in the family
of two-component signal transduction systems of prokaryotes
and a DN A-binding domain similar to that of heat shock factor
Hsflp (6, 54). The target genes of ScSkn7p overlap with those
of ScYaplp, and a skn7A strain is hypersensitive to H,O, (46,
53). The C. albicans Skn7p ortholog has been characterized
previously, and cells lacking Skn7p are modestly attenuated in
virulence (68). ScMsn2p and ScMsndp are functionally nonre-
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TABLE 1. Strains used in this study

Strain Parent Genotype and/or description Reference or source
E. coli strains
DHI10B F~ merd A{mvr-hsdRMS-amerBC) §80dacZAMIS AlacX74 7
deoR recAl end4 ] araD 139 Alara Jew ) 7697 galU galK A~
rpsl. nupG
IM109 recAl endAl gwAP6 thi hsdRI7(rg ™ mg ") reld] supE4d 77
Aglac-proAB) [F' waD36 proAB lacMZAMIS]
8. cerevisiae strains
Wanz MATa wrad-1 lew2-3,112 his3-11.15 opl-1 canl-100 ade2-1 51
ade3::hisG
YIMI128 Clinical isolate 12
YIM336 Clinical isolate 12
. albicans strains
CAI4 wra3Azimm434fura3 Aczimm434 25
CAS Clinical isolate Lab collection
CAT Clinical isolate Lab collection
C. glabrata strains
MC7 Clinical isolate Lah collection
MC22 Clinical isolate Lab collection
BG2 Clinical isolate (strain B) 22
BG14 BG2 wra3A:zTn903 G418% wt Ura™ strain used in this study 15
BG462 BG14 LRA3 18
BG1739 (msn2A mutant) BG14 wra3 A Tn903 GA18° msn2A Hyvg® Ura™ pRD9%/Begl R. Domergue and
B. Cormack
BG1740 (msndA mutant) BG14 wra3A:zTn903 G418" msndA Hyg® Ura™ pRD97/Begl R. Domergue and
B. Cormack
BG1742 (msn2A msm4A mutant) BG1739 wra3AsTn903 G187 msn2A msndAzhph Hyg' R. Domergue and
B. Cormack
CGM295 (craA mutant) BG14 wra3a:Tn903 G418° ctal Azhph Hyg" pCWV15/Begl This work
CGM297 (vaplA mutant) BG14 wra3dnTnd03 G418° yapl Azhph Hyg" pCV17/Begl This work
CGM306 (skn 7A mutant) BG14 wradAnTn903 G418 skn7Azhph Hyg" pCV21/Begl This work
CGM308 (yap!A mutant) CGM207 wra3A:zTn903 G418 yapfA Hyg® Ura~ This work
CGM310 (vaplA skn7A mutant) CGM305 wra3 & Tn903 G187 vaplA skn 7A:hph Hyg" This work
CGM351 (cralA mutant) CGM295 URAZ ctalA:hph Hyg" This work
CGMAES (vaplA skn7A mutant) CGM310 wra3A:zTn903 G418 yapfA skn 7A Hyg® Ura™ This work
CGM386 (vaplA skn7A msn2A CGM3as5 wra3A:zTn903 GL187 yaplA skn 7A msm2Ahph Hyg' This work
mutant)
CGM38E (vaplA skn7A msndA CGM38S wra3A:Tn903 G418 vap A skn7A msndA:hph Hyg' This work
mutant)
CGM4E0 (vaplA skn7A msndd CGMass wra3A:zTn903 G418 yaplA skn 7A msmdA Hyg® Ura— This work
mutant)
CGM3537 (vaplA skn7A msndd CGM4S0 wra3asTn903 GA18° vaplA skn 7A msn4A msn2A:hph Hya" This work

masn2A mutant)

dundant Zn** finger transcription factors involved in the gen-
eral stress response, including the response to oxidative stress
(reviewed in references 20 and 55). They control the expres-
sion of about 27 gene products regulated in response to H,0O,
(31). Msn2p and Msndp play an important role in stationary-
phase (SP) survival under oxidative stress. S. cerevisiae cells
lacking Msn2p and Msndp are sensitive to H.O, (21, 31, 50, 55,
63). Interestingly, C. albicans Msn2p (CaMsn2p) and CaMsndp
play no obvious role in the stress response, including the re-
sponse to oxidative stress (58).

The OSR of C. glabrata has not been analyzed previously. In
this study, we showed that the growth of C. glabrata could
withstand higher concentrations of H,O, than that of 5. cer-
evisiae and even that of C. albrcans (see below) (5, 9). This
phenotype could be seen in both log-phase (LP) and SP cells,
but the phenotype was more profound in the latter case. SP
resistance was dependent on the concerted roles of Yaplp,

Skn7p, and Msndp. We also showed that C. glabrara was able
to adapt to high levels of H,O, and that this adaptive response
was dependent on the stress-related transcription factors
Yaplp and Skn7p and partially on the general stress transcrip-
tion factors Msn2p and Msndp. Lastly, we showed that the C.
glabrar catalase gene CTA[ was absolutely required for resis-
tance to H,O, in vitro. However, a strain lacking CTAT had no
obvious phenotype in vivo in a mouse model of systemic infec-
tion.

MATERIALS AND METHODS

Strains, All strains used in this study are summarized in Table 1.

Plasmids. All plasmids used in this study are summarized in Table 2.

Primers. All primers used for cloning are summarized in Table 3.

Media. Yeast media were prepared as described previously (67), and 2% agar
was added for plates. Yeast extract-peptone-dextrose ( YPD) medium contained
yeast extract at 10 gliter and peptone ar 20 gliter and was supplemented with 2%
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TABLE 2. Plasmuds used in this study

Plasmid

Description and/or relevant genotype

Reference or source

Plasmids for cloning, construction,
and marker removal
pGEM-T
pAP599

Cloning vector; Km"™ Ap®

Cloning vector with 2 FRT direct repeats flanking the hygromvein marker

Fromega
19

[FRT-Ppgg::hph:: (3" UTR of HIS3)-FRT] for construction of multiple
mutants; 'RA3 Hyg" Amp*

pMZ17
pBC34.1

Plasmids for deletion
pCVILS cialA

Replicative vector expressing ScFLP (recombinase gene) for removing the
hvgromyein marker; PpggoFLPI (3" UTR of HIS3) CgCEN ARS Amp”
pUC19:Cgl/RA3; 2.2-kb Pstl fragment; Ap® 15

A 0.906-kb Spel/BamHI PCR fragment (corresponding to primers 57 and 38)

Cormack lab
collection

This work

carrving the promoter region of CT4J and a 0.682-kb HindlI[/Kpnl PCR
fragment (corresponding to primers 60 and 61) carrying the 3° UTR of
CTAI were cloned into pAP599 Ap®

pCV17 yaplA

A 0.846-kb Xhol/HindIIl PCR fragment (corresponding to primers 7 and 8)

This work

carrving the promoter region of ¥4P{ and a 0.652-kb BamHI/Sacl PCR
fragment (corresponding to primers 11 and 12) carrving the 3' UTR of
YA4P! were cloned into pAP599 Ap”

CV21 skn7A

A 0.875kb Kpnl/Xhol PCR fragment (corresponding to primers 4 and 5)

This work

carrving the promoter region of SKN7 and a 0.929-kb BamHI/Sacl PCR
fragment (corresponding to primers 1 and 2) carrving the 3 UTR of SEN7
were cloned into pAP399 Ap®

pRD9 msnlA

A 0.691-kb Kpnl/Xhol PCR fragment (corresponding to primers 2954 and
2985) carrving the promoter region of MSN2 and a 0.520-kb BamHI/Sacl

E. Domergue and
B. Cormack

PCR fragment (corresponding to primers 2986 and 2987) carrving the 3°
UTR of MSN2 were cloned into pAP599 Ap”

pRDOT msndA

A 0564-kb Kpnl/Xhol PCR fragment (corresponding to primers 2990 and
2991y carrving the promoter region of MSNS and a 0.535-kb BamHI/Sacl

E. Domergue and
B. Cormack

PCR fragment (corresponding to primers 2992 and 2993) carrving the 3°
UTR of MSN4 were cloned into pAP599 Ap”

glucose. Snthetic complete medium (SC) was a mixiure of yeast nitrogen base,
without NH,50,, at 1.7 gliter and NH,SO, at 5 g/liter and was supplemented
with 0.6% Casamino Acids, 2% glucose, and when needed, uracil ar 25 mg/liter
and S-flucroarotic acid ( 5-FOA) ar 1.1 gliter for 5-FOA plates. YPD plates were
supplemented with either hygromycin (Invitrogen) at 200 pg/ml or penicillin {100

TABLE 2. Oligonucleotides used in this study

Description
Primer Sequence” af restriction
siteqs)

13 GTTGCTARRACGACGECCAGTE PUC farward

17 GEARACAGCTATGACCATSE PUC reverse

1 CECeGATCCAASTATACTSCTATSAGCTAC BamHI

1 CARCGAGCTCTTCTGCAGCCTCTAACATATCARTCARE  Sacl/Bsgl

TGAT

4 TCAGATCTCGAGTTGACCETERCCGARAT Khol

5 CCGGETACCTTETGCAGTCSAAGTTAGAGTSCCCTATTC  Kpnl/Bsgl

7 AATCTCGAGTTETCCAGTECCEETARCAATTCTCCECE  Xhol/Begl

8 COCARCCTTTTACTTCCTAGTTCTTGTCTC HindIII

11 CECGEATCCTETCTATATTATC TCGETACATC BamHI

12 CARGGAGCTCTTETGCAGTCARCTCATAGATCACARCAT  Sacl/Bsgl

TARCAC

7 CECeGATCCTCAATTCTOECARGTTATCTARTARGCC BamHI

38 CACTACTACTTAARCACTTITAGGAG Spel

&0 COCARCCTTTTCARCCACCTARACTGCTET HindIII

61 CCGGEETACCTTETECAGCCTETARGEATTTCTARACT Kpnl/Bsgl

2084 GOTACCCOAGCGEACTTGCCTTCACTATCTSCGT TGAC  KpnlBogl

21085 CTCGAGCTCTTCTTSTTGATCTETETTTEET Xhol

1086  GGATTCTCACACTCTTCCTTATTTTATCTAC BamHI

1087 GAGCTCCOACCECCCTCCATCTETTACCAGETTAGCC Sacl/Begl

2000 @ETACCCOACTCCTETCCCTTETC CTACCAGACARAC KpnlBcgl

2001 CTCGAGGCARCACCAATCCACACTAATATATA Xhol

2001 @GATCCCCATTCTTTATTTTATTTTCTEOTA BamHI

2003 GRGCTCCCAGCCATCTGOTARTAATTTTCCCTTTCAR Sacl/Begl

@ Restriction sites are indicated in boldface.
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Uml)-serepromycin (100 pgiml) ( GIBCO BRL). Bacterial medium was prepared
as described previously (4), and 1.5 agar was used for plates. Luria-Bertani
medium contained yeast extract at 5 g/liter, Bacto peptone at 10 g/liter, and NaCl
at 10 g/liter and was supplemented where needed with either 30 g of kanamycin
(Invitrogen)/ml or 100 pg of carbenicillin {Invitrogen)/ml. Phosphare-buffered
saline (PBS) was & g of NaCl/ml, 0.2 g of KClliter, 165 g of Na,HPO, - TH0/
liter, and 0.2 g of KH-POliter.

Transformation. Yeast wansformations with linear or supercoiled plasmid
DNA were done as described previously (&),

Sequence analysis. The amino acid sequence homology analysis was done by
Clustal W alignment (33) with the MacVector program (Accelrys).

Construction of deletion strains. To construct deletion strains in this study,
first we PCR. amplified the promoter and 3" untranslated region (3" UTR) of
each gene (0 be deleted (CTAI, YAPI, and SKN7) and cloned the amplified
fragments into pGEM-T {Promega . Both fragments, the 5° and the 3' regions of
each gene, were subcloned in the same direction, flanking the hygromyein cas-
sette in pAPSS9 (Table 2. All plasmid constructs were introduced into Esche-
vichia coli DH10 or IM108 by electroporation (4), and plasmids were purified by
using Qiagen mini prep Kits. The mutant clones were recombined in C glabrata
strains by a one-step replacement procedure. Plasmids were cut with a set of
enzymes leaving homologous ends, and the linear fragments were gel purified
and used o transform C. glabrafe. Transformants were isolated by selecting for
the Hyg" phenorype on YPD plates with hygromycin at 200 pg/ml. Insertion at
the correct locus was verified with locus-specific genomic primers exernal to the
cloned fragments. To make double, triple, and quadruple mutants, C. glabrata
mutant strains were transformed with pMZ17, and wansformants were isolared
by selection for the URA™ phenotype on SC-Ura plates. pMZ17 is a replicative
vertor expressing the product of SeFLPI, a recombinase that recognizes the two
direct repeats, the FLP recognition target (FRT) sites, flanking the hygromycin
marker in the plasmid constricts as follows: 5 region of the gene! ! FRT-Ppgy
hph(Y UTR of HIS3)-FRT:3" region of the gene. After Flplp recognizes the
FRT sites, the hygromycin marker is deleted from the chromosome and lost by
dilution through cell division. Transformants were purified and sireaked onto
SCUra plates. Single colonies were then grown on nonselective medium (YPD
plates) and screened for Hye® on YPD plates with hygromycin at 200 po/ml for
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the loss of the hygromycin cassette and for 5-FOA resistance on SC-5-FOA
plates for the loss of the Ura™ plasmid pMZ17. URA™ cells die on SC-5-FOA.
This protocol allows the construction of multiple murants. Plasmids and primers
used for this procedure are described in Tables 2 and 3. Strains constructed in
this way are described in Table 1.

Mouse infections. Eight- to 9-week -old BALB/c mice (Taconic) were infected
with 2.2 > 107 cells in a volume of 100 pl by tail vein injection. The strains BG462
(wild type [wi] strain expressing TRA3) and CGM331 (ctaid URAZ) were grown
avernight in YPD, and the cells were washed with 1:< PBS and resuspended in
1 PBS to a concentration of 2.2 » 10# cells/ml. The concentration of cells was
determined by reading the optical density at 600 am (OD,q,) of the culture (the
concentration of BG462 cells at an 0D, of 1 i 4 x 107/ml), counting the cells
in a hemocytometer, and plating serial dilurions and confirming the number of
cells the following day. Mice were kept in cages in groups of 10 until they were
sacrificed at day 7 after infection. Kidneys, livers, and spleens were retrieved
from the mice, and the organs were homogenized. Dilutions of the homogenates
were plated onto YPD-penicillin-strepromycin plates. CFU were counted the
following day, peometric means are reported.

H, 0, sensitivity assays. All the starting overnight cultures of C. glabrata were
grown for 36h in YPD to an 0D, of 20.0at 30°C. A 304 (wiwt) H,O, solution
was obtained from Sigma-Aldrich. All liquid cultures and plates were incubated
at 30°C. For HyO, sensitivity assays of LP cells, overnight cultures were diluted
in fresh rich medium (YPD) in such a way that all strains went through seven
doublings to reach an 0D, of 0.5, Once the cultures reached an 0D, of 0.5
after seven doublings, the cultures were divided, exposed to different Ho O,
concentrations, and incubated with shaking for 3 h. For the adaptation experi-
ments, cells were pretreated for 1 h with a nonlethal HyO, concentration and
then challenged with a lethal concentration of HLO, for 2 additional hours, After
the trearment, HxO was removed by centrifugation, the cultures were resus-
pended in distilled Hz0, the OD was adjusted when needed to an OD\gq of 05,
and the culures were then serially diluted in 96-well plates. Each dilution was
spotied onto YPD plates, and the plates were incubated at 30°C. All dilutions
had the same amount of cells,

For 5P experiments, cell cultures at an OD gq of 3000 were diluted o an ODgq
of 0.5 with distilled water or spent medium from the same strain, Cell cultures
were divided into aliquots and treated with H;O, ar different concentrations for
3 h. After the weatment, the cultures remained at the same ODg of 0.5 and
H:0: was removed by centrifugation. Cells were resuspended in distilled water
tw an 0D, of 0.5, and the suspensions were diluted in 96-well plates and
spotted onto YPD plates.

All manipulations for these assays were performed in a 30°C temperature-
controlled room to prevent abrupt changes in temperature. It has been reported
previously that cold shock has an impact on H, O, resistance in 8. cerevisiae. Since
there were small variations among the results of these experiments, experiments
were repeated at least four times.

RESULTS

C. glabrara is resistant to high levels of hydrogen peroxide.
In order to characterize the OSR in C glabrata, we investigated
the resistance of C. glabrata LP cells to H,O,. C. glabrara
strains (BG14 [lab reference strain] and clinical isolates [CI]
MC7 and MC22) were treated with H,O, as described in the
legend to Fig. 1 and Materials and Methods. As shown in Fig.
LA, C. glabrata BG 14 was able to survive exposure to H,O, at
concentrations up to 40 mM. There was a severe loss of via-
bility at 100 mM and a complete loss at 200 mM (data not
shown), while CI MC7 and MC22 showed reduced resistance
at 40 mM. We also performed an adaptation experiment by
pretreating the LP cells with 10 mM H,O, for 1 h and then
treating them with 100 mM H,0O, for 2 additional hours. As
shown in Fig. 1A (lane 104 100), the survival rate of BG14 cells
pretreated with a low dose of H,O, was much higher than that
of cells without this treatment, and CI MC7 and MC22 showed
reduced adaptation compared to that of BG14. Experiments
similar to those described above were also performed with C.
albicans strains (CAl4 [lab reference strain] and CI CAS and
CAT) and 5. cerevisine strains (W303 [lab reference strain] and

RE

35

SISTANCE TO OXIDATIVE STRESS IN O GLABRATA 817

CI YIM128 and YJM336). C. albicans CAl4 was resistant to 40
mM H.O, and showed complete sensitivity to 100 mM H,O.,
while C. albicans CI showed reduced resistance compared to
that of CAl4 (Fig. 1B). As shown in Fig. 1C, S. cerevisiae was
resistant only to 6 mM H,O, and completely sensitive to 8 mM
H,0,. Interestingly, C1 YJMI128 and YIM326 were more re-
sistant than the W303 lab reference strain. These experiments
indicate that LP C. glabrara cells are modestly more resistant to
H.0O; than LP C. albicans cells and significantly more resistant
than LP S. cerewisige cells. In addition, C. glabrata and C.
albicans cells were able to adapt, though to different levels,
suggesting that adaptation is a common trait for both patho-
gens (Fig. 1A and B). Similarly, S. cerevisiae has been shown
previously to be able to adapt to higher concentrations of
H.0, when pretreated with a lower dose (14, 17, 37, 38).

It has been reported previously that SP cells of various
bacterial and fungal pathogens are more resistant to oxidants
than LP cells (16, 29). To determine if this is true also for C.
glabrata, we treated C. glabrata strain BG14 and CI MC7 and
MC22 as described in the legend to Fig. 2 and Materials and
Methods. As shown in Fig. 2A, C. glabrara SP cells exhibited
resistance to H,O, at concentrations up to 1,000 mM, signifi-
cantly higher than those to which LP cells showed resistance.
The same experiments were performed with C. albicans strain
CAI4 and CI CAS5 and CAT and S. cerevisiae strain W303 and
CI YIMI1258 and YIM336. As shown in Fig. 2B, C. albicans
CAI4 showed resistance to up to 300 mM H,O, while CI
showed resistance to up to 100 mM. 5. cerevisiae W303 SP cells
showed an increase in resistance compared to that of LP cells,
exhibiting resistance to up to 100 mM H,0O, and complete
sensitivity to 200 mM. Interestingly, S. cerevisiae CI were more
resistant than the lab reference strain W303 (Fig. 2C). Overall,
the SP levels of resistance were much higher than those in LP.
These data are in agreement with previous findings that 5P
cells are more resistant to oxidative stress than LP cells. More-
over, our data confirm that C. glabrata in SP is intrinsically
more resistant to H,O, than 5. cerevisiae and C. alhicans in SP.

Role of the transcription factors Skn7p, Yap1p, Msn2p, and
Msndp in the OSR. The key regulators of the OSR in &
cerevisiae, such as Skn7p, Yaplp, Msn2p, and Msndp, are well
characterized. C. glabrara orthologs of §. cerevisige genes en-
coding these transcription factors were identified in the C
glabrara genome database (http:/cbilabri.fr/Genolevures/elt
JCAGL), and an analysis of the amino acid sequence homology
of C. glabrata and §. cerevisiae transcription factors was done by
ClusalW alignment, with the following results: C glabrara
Skn7p (CgSknTp; CAGLOF09097g), 43% identical and 15%
similar to ScSknTp; CgMsn2p (CAGLOF05995g), 25% identical
and 16% similar to ScMsn2p; CeMsndp (CAGLOM13189g), 22%
identical and 13% similar to ScMsndp; and CgYaplp
(CAGLOH621g), 36% identical and 12% similar to ScYaplp
{11). We simply asked whether these transcription factors par-
ticipate in the OSR in C. glabrara. We constructed C. glabrara
mutant strains containing single (yapiA or skn74), double
(vaplA skn7A), triple (vaplA skn7A msn2A or vaplA skn7A
msndA), and quadruple (vaplA skn7A msn2A msndA) dele-
tions. Additional null strains including msn2A, msndA, and
msn2A mspdA strains were provided by R. Domergue and B.
Cormack. We first characterized the sensitivities to H,O, treat-
ment of the LP cells of the various C. glabrata deletion strains
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FIG. 1. C. glabrata, C. albicans, and 8. cerevisiae LP resistance to H,0,. Saturated cultures of C. glabrata (C.g.) strain BG14 and CI MCT and
MC22 (A), C. albicans (C.a.) strain CAl4 and CI CAS and CAT (B), and 8. cerevisiae (S.c.) strain W303 and CI YIMI128 and YIM336 (C) were
diluted with fresh medium (YPD) so that all strains reached an OD gy, of 0.5 after seven doublings at 30°C. C. glabrata and C. albicans strains were
divided and exposed to 0, 10, 20, 30, 40, 50, and 100 mM H,O, and 8. cerevisiae strains were exposed to 2, 4, 6, and & mM H,0O, for 3 h. For
adaptation experiments, C. glabrata and C. albicans cells were pretreated for 1 h with 10 mM H,0, and then with 100 mM H,0, for 2 additional
hours. After the treatment, H0; was removed by centrifugation. The cultures were resuspended in distilled water, and the ODgpos were adjusted
when needed to 0.5. Cultures were serially diluted, and each dilution was spotted onto YPD plates, ensuring that the same amounts of cells were

plated. Plates were incubated at 30°C. See Materials and Methods.

described above. As shown in Fig. 3A, the yaplA and skn7A
strains showed reduced resistance to 10 mM H,0O, compared
to that of the parental wt strain. When treated with 100 mM
H.0O,, both the yaplA and skn7A strains lost viability, in con-
trast with the parental strain. The same phenotype was seen in
the adaptation experiment. As shown in the bottom panel of
Fig. 3A, when pretreated with a low dose of H.O, of 10 mM,
the vaplA and skn7A strains could not adapt to the stress, in
contrast with the parental strain. A vaplA skn7A strain showed
the same phenotype as the strains carrying a single deletion of
either gene, indicating that the corresponding transcription
factors are needed for adaptation and resistance in LP and that
they do not compensate for each other. Furthermore (Fig. 3A),
since (i) the yaplA skn7A msn2A triple mutant had the same
reduced resistance phenotype at 10 mM as the single and

double mutants (vapi A, skn7A, and yapl A skn7A strains), (ii)
the vapl A skn7A msn4A triple mutant was more sensitive than
the single and double mutants to 10 mM, and (iii) the quadru-
ple mutant (yaplA skn7A msn2A msn4A) behaved the same as
the yapl A skn7A msn4A triple mutant (see Fig. 6A), Skn7p,
Yaplp, and Msndp together, but not Msn2p, coordinate the
overall resistance in LP cells. Msn2p and Msndp may play a
role in adaptation since the msn2A msnp4A double mutant but
not the corresponding single mutants showed a subtle but
reproducible defect in adaptation (Fig. 3B). These results in-
dicate, first, not only that C glabrata has conserved the adap-
tive response to oxidative stress in LP cells but also that this
adaptation is dependent mainly on Skn7p and Yaplp and
partially on both Msn2p and Msndp and, second, that Skn7p,
Yaplp, and Msndp coordinate the control of the OSR since
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FIG. 2. C. glabrata, C. albicans, and S. cerevisiae SP resistance to H,0O,. Saturated cultures of C. glabrara (C.g.) strain BG14 and CI MC7 and
MC22 (A), C. albicans (C.a.) strain CAI4 and CI CAS and CA7 (B), and S. cerevisiae (S.c.) strain W303 and CI YIM128 and YIM336 (C) were
diluted to an OD gy, of 0.5 with spent medium from the same cultures. The cells were divided into aliquots and treated for 3 h with H,O, at different
concentrations: for C. glabrata, 500, 800, 1,000, and 1,500 mM:; for C. albicans, 0, 50, 100, 300, and 500 mM; and for S. cerevisiae, 0, 10, 50, 100,
and 200 mM. After the treatment, the cultures remained at an ODg,, of 0.5, oxidant was removed by centrifugation, cells were resuspended in
distilled water, and suspensions were diluted and spotted onto YPD plates. Plates were incubated at 30°C. See Materials and Methods.
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the triple and quadruple mutants were almost as sensitive as msn4A), double (yaplA skn7A and msn2A msndA), triple

the ctalA mutant in LP (see below and Fig. 6A). (vaplA skn7A msn2A and yap 1 A skn7A msn4A), and quadruple
We then tested the role of these transcription factors for (yaplA skn7A msn2A msn4A) mutants were treated as de-
resistance in SP. Saturated cultures (ODg,,, 30.0) of the pa- scribed in the legend to Fig. 2. Figure 4A shows that the yap/A

rental strain BG14 and single (yaplA, skn7A, msn2A, and mutant behaved as the parental strain, that the skn7A mutant
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FIG. 3. Regulation of the OSR to H,O, in LP. The wt (BG14) and single, double, and triple mutants with yapIA, skn74, msn2A, and msn4A
mutations were grown and treated with H,O, as described in the legend to Fig. 1. See Materials and Methods.
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FIG. 4. Regulation of the OSR to HyO, in SP. The wt (BG14) and single, double, and triple mutants with yapl A, skn7A, msn2A, and msn4A
mutations were grown and treated with H203 as described in the legend to Fig. 2. See Materials and Methods.

was more sensitive to H.O, than the wt, and that the skn7A
mutation is epistatic to yaplA (compare the data for the yaplA
skn7A double mutant and the single yapl/A and skn7A mu-
tants). This finding indicates that, surprisingly, Skn7p but not
Yaplp is required in SP. As in LP cells, Msndp was required
for resistance in SP cells: an msn4A single mutant and a triple
mutant with mse4A in combination with skn7A showed re-
duced resistance to H,O, (Fig. 4). Interestingly, Msn2p has a
role in SP since the msn2A mse4A double mutant was more
sensitive than the mse2A and msn4A single mutants (Fig. 4B).
These data suggest that Msn2p and Msndp are both important
and act independently of each other. The analysis of the triple
and quadruple mutants (skn7A vaplA msn2A, ska7A yapl A
msndA, and skn7A yaplA msm2A msndA strains) confirms
the roles in SP of both Skn7p and Msndp (Fig. 4A; also see
Fig. 6B).

CTAlI is absolutely required for resistance to H,0, in vitro.
Catalase plays a central role in the cell response against oxi-
dative stress. We characterized the function of C. glabrara
catalase Ctalp in the resistance to H,O, treatment. S cerevi-
sige has two catalases, cytoplasmic (Cttlp) and peroxisomal
(Cralp) (13, 30, 65, 66, 72), and C. albicars has only one
catalase (Cttlp) (76). Interestingly, the single C. glabrara cata-
lase gene, CTAJ (CAGLOK10868g), is the ortholog of §. cer-
evisige CTAYL, the gene for the peroxisomal catalase. CgCralp
and ScCtalp are 85% similar (78% identical and 7% similar)
over the entire lengths of the proteins, and CgCtalp has two
putative internal peroxisomal targeting signals (SKF) (59) (Fig.
5). It is not known whether CgCralp is targeted to the perox-
isome, the mitochondria, or the cytoplasm.

We tested whether CTAT is required in C. glabrara for the
high-level resistance to H,O, displayed by both the LP and SP
cells. A CTAI null strain (ctalA) was constructed. cfald LP
cells (Fig. 6A) and SP cells (Fig. 6B) behaved in the same
way: ctal A cells completely lost their ability to survive at high
concentrations of H,O, (=4 mM) (Fig. 6). Interestingly, crafA
LP cells were still able to adapt but only when exposed to low
levels of H.O, (Fig. 6A, lane 1 + 4). This result may indicate
the presence of a catalase-independent pathway to respond to
H.O,. In SP, the cralA mutant also became sensitive to H,0O,
(Fig. 6B). These results clearly indicate that this single Cralp

plays a central role in the resistance of C. glabrata to H,0,
either in LP or in SP cells. In addition, CTA! regulation in LP
is likely controlled primarily by Skn7p, Yaplp, and Msndp
since the removal of these transcription factors rendered the
cells almost as sensitive to H,O, as those of the cialA strain
(Fig. 6A). In SP, by contrast, the regulation was more complex
since the triple and quadruple mutants lacking three or four of
the transcription factors (skn7A yaplA mse4A and skn7A
yapl A msn2A mse4A strains), while being less resistant than
the wt, were still able to grow at 200 mM H,O., displaying a
level of resistance well above that of the cral A strain (Fig. 6B).
This result suggests the possibility of additional regulators of
CTAI or an independent pathway to respond to H,0,.
Ctalp is not necessary for virulence in C. glabram. Since
Ctalp is entirely responsible for the extremely high level of
resistance to H,O, in vitro (Fig. 6), CTAI is induced in mac-
rophages (41), and CaCTAl is required for virulence (56, 76),
we investigated whether C. glabrara catalase plays a role during
disseminated infection. Prior to the in vivo analysis, the paren-
tal and the mutant strains were made to express the Ura™
phenotype by restoring URA43 at the URA43 locus to generate
BG462 and CGM351 (see Materials and Methods). The two
strains grew with identical doubling times in rich medium at 30
or 37°C (Fig. 7). To test for the virulence of the cralA strain,
we infected groups of 10 mice by tail vein injection using 2 x
107 cells of strain BG462 (wt expressing URA3) or CGM351
(ctal A URA3). Mice were sacrificed on day 7 after infection,
and CFUs in kidneys, spleens, and livers were enumerated
(Materials and Methods). The average numbers of CFU of the
mutant strain and the wt strain recovered from the three organ
types showed no difference (Fig. 8). The results of these ex-
periments indicate that Cralp is required in vitro but is dis-
pensable in the murine disseminated-infection model.

DISCUSSION

Higher eukaryotes use ROS through the oxidative burst to
eliminate invading pathogens (42, 57). During the coevolution
of pathogens and their hosts, pathogens have coopted the
antioxidant enzymes and molecules for normal ROS elimina-
tion to evade oxidative killing so that survival and persistence
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are ensured. C. glabrara is no exception; it possesses a defined
genetic program to respond to oxidative killing by the host. C.
glabrata adapts by reprogramming its gene expression, provid-
ing a clear advantage to this fungal pathogen upon infection. In
this paper, we present evidence that the OSR in C. glabrata is
controlled in part by the transcription factors Yaplp, Skn7p,
Msn2p, and Msndp. C. glabrara is resistant to extreme concen-

A LP

trations of H,0O,, and this resistance is mediated in vitro by the
single catalase Ctalp. This single catalase is, however, dispens-
able in vivo.

Resistance and adaptation to H,0,. Both the enzymes and
the regulation of the OSR are well conserved among S. cerevi-
sige, C. albicars, and C. glabrafa. Searching for genes involved
in oxidative stress in the genome databases (http:fwww

B SP

1,0)
n @ ooq: o+
NS oo # " |
yaplA
yapli skn7A
[H,0,) 0] sknTA msn2A
WM oA mM msndA
o OITFER o YTEE [TITER
Joooo: |

1

2 Joooo- Mooosx-
Wo: . Wleocs- Nooos
s 5 O
Mooo: - Rle- CE—

1

[H,0,]
mM wi
o (XXILE
soo O
yapia
yaplh skn7A
sknTA msn2A
1,0,
“,::3" oM nsndA msnd‘ﬂ
0 Joo 8%~
1 100 (10 M* S
2 200
+ X 00
y RN

FIG. 6. Analysis of Ctalp in the OSR. Experiments with both LP and SP wt (BG14), cralA, vaplA skn7A msndA, and yaplA skn7A msnlA
msnda cells were performed as described in the legends to Fig. 1 and 2. See Materials and Methods.
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FIG. 7. Growth curves of the ciafA mutant versus the wt {(BG14) at 37°C.

yeastgenome.org, hitp://www.candidagenome.org, and http:
/febidabrifr/Genolevures/elt/CAGL), we found that of 96 oxi-
dative stress-related genes in 5. cerevisiae, 67 are present in C.
glabrara and 49 are present in C. albicans. Additionally, six
oxidative stress-related genes are present only in C. albicans. In
S. cerevisiae, the OSR is partly under the control of the well-
studied transcription factors Yaplp, Skn7p, Msn2p, and
Msndp. These transcription factors have orthologs in C. gla-
brata, as follows: Skn7p (63% similar), Msn2p (41% similar),
Msndp (35% similar), and Yaplp (48% similar). From the
results of our study, the roles of these transcription factors
seem to be conserved as well.

C. glabrata was naturally resistant to higher levels of H,O,
than C. albicans and §. cerevisine (Fig. 1 and 2). LP cells of C.
glabrata were able to detect low levels of oxidant and induce a
set of enzymes that would allow resistance to high levels and
adaptation to the new environment. This response was medi-
ated mainly by the transcription factors Skn7p and Yaplp but
also by Msn2p and Msndp (Fig. 3). This adaptation was present
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FIG. 8. Ctalp is dispensable in vivo. Numbers of CFU in kidney,
spleen, and liver tissues 7 days postinfection with the wt (BG462)
and the ciafA mutant (CGM251) are shown. Individual datum
points represent results for individual mice in groups of 10 mice.
The bars indicate the geometric mean for each group. See Materials
and Methods.
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among cells of both C. albicans (Fig. 1) and 8. cerevisiae, in
which both catalases and the transcription factors Yaplp and
SknTp are required for this response (14, 17, 23, 27, 37, 39).
Furthermore, Yaplp, Skn7p, and Msndp coordinated the re-
sponse to oxidative stress in LP cells, which required at least
the activation and induction of the catalase gene (Fig. 3). The
roles of Msn2p and Msndp are interesting in two ways: first,
CaMsn2p and CaMsndp have no obvious role in oxidative
stress (58), and second, SeMsn2p and ScMsndp perform non-
redundant functions depending on the stress (reviewed in ref-
erences 20 and 55). In C. glabrara upon oxidative stress, these
two transcription factors appeared to work independently of
each other. Both were needed for SP resistance (see below),
and Msndp was required for LP resistance, along with Skn7p
and Yaplp (Fig. 3 and 4).

SP is important for resistance. It has been shown previously
that not only yeast but other microorganisms in SP are more
resistant to oxidants than the same organisms in LP (38, 61,
62), and C. glabrata is no exception. C. glabrata in SP was
naturally resistant to high levels of H.O,, up tol,000 mM,
compared to about 100 mM H,O, for S. cerevisiae and 200 mM
H.0O, for C. albicans (Fig. 2) (5, 9). This resistance was con-
trolled by Msn2p, Msndp, and Skn7p (Fig. 4), whereas Yaplp
did not appear to have a central role. This high-level resistance
suggests that C. glabrata has an extremely efficient Ctalp and
that it is probably able to repair efficiently the damage gener-
ated by the oxidant. It is possible that C. glabrata catalase
activity may increase post-exponential phase. For example, S.
cerevisige catalase activity increases in SP (27), C. albicans
shows growth phase-dependent resistance to H.O, (38, 75),
and the C. albicans Mn-SOD3 superoxide dismutase is induced
in SP and is needed for the OSR (45). This high-level natural
resistance to H,O, may, in part, explain why C. glabrata is able
to evade elimination by macrophages (41). Another clear ad-
vantage would be that C. glabrata can compete with H,O,-
generating pathogens for specific niches inside the host. It has
been shown previously that H,O,-producing bacteria inhibit
the proliferation of C. albicans (75). Interestingly, CI of the
nonpathogenic S. cerevisiae showed increased resistance to
H,0, relative to that of the reference strain (Fig. 1C and 2C).
This result is consistent with the idea that pathogens, in order
to survive, require a proper response to oxidative stress.
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Catalase and virnlence. The C glabrara single catalase
(Ctalp)was absolutely required to confer resistance on LP and
SP cells in vitro. ctalA cells were extremely sensitive (Fig. 6) to
H,0,. CgCtalp is the ortholog of the §. cerevisiae peroxisomal
catalase (ScCralp; 85% similar) (Fig. 5), which converts H,O,
formed by acyl coenzyme A oxidase (Poxlp) during fatty acid
beta-oxidation (34) to H,O and O, in the peroxisomal matrix.
CgCtalp is a monofunctional 57-kDa protein classified as a
group II catalase (42). It is interesting that . cerevisiae has
two catalases, cytoplasmic (Cttlp) and peroxisomal (Ctalp),
and that 5. cerevisiae was about 10 times less resistant than C.
glabrara (Fig. 2). Surprisingly, it has been shown previously that
both catalases in 5. cerevisiae (Cttlp and Cralp) are dispens-
able in growing cells and that glutathione compensates for the
lack of the catalases (37). The fungal pathogens C. albicans and
C. glabrata, though distantly related phylogenetically, show in-
creased resistance to oxidative stress relative to that of S.
CErevisiae.

The results presented in Fig. 6 suggest that in LP cells CT:41
may be controlled by the concerted actions of Yaplp, Skn7p,
and Msndp. The triple (vaplA skn7A msn4A) and quadruple
(vaplA skn7A msn2A msedA) mutants behaved exactly the
same, rendering LP cells almost as sensitive as the crad A strain
(Fig. 6A). In fact, bicinformatic analyses of the CpCTAl pro-
moter have previously revealed putative conserved crs-acting
elements for each of these transcriptional regulators (reviewed
in references 24, 32, and 36). In SP, however, both triple
(vaplA sku7A msndA) and quadruple (yaplA skn7A msn2A
msn4A) mutants showed increased resistance to H,O, relative
to that of the reference strain W303. (Fig. 6B). These mutants
could still grow at elevated levels of H O, (up to 200 mM).
This finding would indicate that in SP but not in LP, other
transcriptional regulators of the CTAI gene besides Yaplp,
SknT7p, Msn2p, and Msndp are in play.

Is the catalase a virulence factor? (i) cradA strains are ex-
tremely sensitive to H,O, in vitro, (ii) CaCralp is important for
virulence (56, 76; reviewed in reference 10), and (iii) CTA[ is
induced after phagocytosis (26, 41, 47). We therefore assayed
ctalA cells in a mouse model of systemic infection. The exper-
iment showed no difference in the colonization of the kidney,
spleen, and liver by the crafA strain (Fig. 8). This finding is in
strong contrast with the results of the in vitro experiments, in
which cral A cells were extremely sensitive to H,O,. Our results
suggest either that the catalase is not important in the OSR in
vivo or that there are additional factors that may compensate
for the lack of Ctalp in vivo. One possibility is that glutathione
may mediate H,0O, resistance in vivo, since it has been shown
previously that both catalases and glutathione provide an over-
lapping antioxidant defense system in S. cerevirige (28). The
results also suggest that these additional factors are silent in
vitro. In fact, the ciaf A strain was still able to adapt to oxidative
stress in vitro, though at low levels of H,O, (Fig. 6A). This
finding indicates that there may be an additional catalase-
independent pathway to respond to H.O,. Currently, we are
working to identify these additional regulators/effectors of
the OSR.
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ABSTRACT

Candida glabrata is an opportunistic fungal pathogen which can cause sever
invasive infections and can evade killing by phagocytic cells. We are interested in
understanding the virulence of this fungal pathogen and in particular its oxidative
stress response. Here we investigated C. glabrata, Saccharomyces cerevisiae and
Candida albicans responses to two different oxidants: menadione and cumene
hydroperoxide. In log-phase cells, in the presence of menadione, C. glabrata
requires Ctalp (catalase), but Ctalp is dispensable in stationary phase cells. C.
glabrata is less resistant to menadione than C. albicans in stationary phase. Even
though S. cerevisiae laboratory reference strain is less resistant to menadione than
C. glabrata and C. albicans, S. cerevisiae clinical isolates are more resistant than
the lab reference strain. Furthermore, S. cerevisiae clinical isolates showed an
increased catalase activity. Interestingly in stationary phase, C. glabrata and S.
cerevisiae are more resistant to cumene hydroperoxide than C. albicans and Ctalp

plays no apparent role in detoxifying this oxidant.

Key words: Candida glabrata — menadione - cumene - CTA1 - Candida albicans -

Saccharomyces cerevisiae
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INTRODUCTION

Reactive oxygen species (ROS, including superoxide ion, hydrogen
peroxide and hydroxyl radicals) are normal by-products of aerobic respiration.
ROS can damage all biomolecules, but cells have developed enzymatic (catalases,
superoxide dismutases, peroxidases) and non-enzymatic (glutathione, thioredoxin)
mechanisms for keeping low levels of ROS. Phagocytic cells, which are the first
line of defense against fungal infections, generate ROS in order to eliminate
invading pathogens (Mansour & Levitz 2002). Interestingly, pathogens have co-
opted these well conserved antioxidant mechanisms to evade phagocyte defenses,
thus survival and persistence are ensured (Temple et al. 2005, Thorpe et al. 2004).

Candida glabrata is an opportunistic fungal pathogen which can cause
severe invasive infections and recent surveys show that C. glabrata is one of the
most frequently isolated species in hospital acquired disseminated infections (Trick
et al. 2002). C. glabrata virulence factors have only recently been started to be
identified (Kaur et al. 2005). C. glabrata has a well defined oxidative stress
response. We have previously found that C. glabrata can withstand very high
concentrations of H,O, relative to that of S. cerevisiae and even Candida albicans
(Cuéllar-Cruz et al. 2008). Stationary phase (SP) cells resistance to H,O0; is
dependent on the concerted role of Yapl, Skn7 and Msn4, well conserved stress-
related transcription factors. Log-phase cells (LP) of C. glabrata adapt to high
levels of H,O, and this adaptive response is dependent on Yapl and Skn7 and
partially on Msn2 and Msn4. The single catalase gene, CTAl, is absolutely

required for resistance to H,O, in vitro, however, in a mouse model of systemic
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infection, the catalase is dispensable. A strain lacking CTA1 showed no effect on
virulence (Cuéllar-Cruz et al. 2008).

In this report, in order to better understand the oxidative stress response in
C. glabrata, we screened the resistance of C. glabrata to two different oxidants:
menadione and cumene hydroperoxide (CHP). We asked whether C.g.Ctalp is
important for this response. We compared the resistance to these oxidants with
the distantly related fungal opportunistic pathogen C. albicans, and the non-
pathogenic and closely related yeast S. cerevisiae (a laboratory reference strain
and two S. cerevisiae clinical isolates [CIs]). Furthermore, we determined catalase
activity in these strains.
MATERIALS AND METHODS
Strains
All strains used in this study are summarized in Table I.
Media
Yeast media were prepared as described (Ausubel et al. 2001), and 2% agar was
added for plates. YPD media contained yeast extract 10g/L peptone 20g/L,
supplemented with 2% glucose.
Menadione and cumene hydroperoxide sensitivity assays

All the starting overnight cultures of C. glabrata, C. albicans and S.
cerevisiae were grown in YPD for 36 h at 30°C. Menadione and cumene
hydroperoxide 88% (CHP) are from Sigma-Aldrich. All liquid cultures and plates
were incubated at 30°C. For sensitivity assays for LP cells, overnight cultures were
diluted in fresh rich media, YPD, in such a way that cells went through 7 doublings

[D] to reach an ODgoonm 0.5. The cultures were divided, exposed to different
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menadione or CHP concentrations and incubated with shaking for 3 hours. After
the treatment, the oxidant was removed, the cultures were adjusted when needed
to O.D.eoonm 0.5, serially diluted in 96-well plates and each dilution spotted onto
YPD plates and incubated at 30°C. Each dilution has the same amount of cells.

For SP cells, 36 h cultures were diluted to O.D.goonm 0.5 with spent media
from the same culture. The cells were divided into aliquots and treated with
menadione or CHP at different concentrations for 3 hours at 30°C. After the
treatment, the oxidant was removed. The cultures remained at the same O.D.g00nm
0.5 and were diluted in 96-well plates and spotted onto YPD plates.

All manipulations for these assays were performed in our 30°C temperature
controlled room to prevent abrupt changes in temperature. It has been reported
that colsd shock has an impact in oxidative stress resistance in S. cerevisiae.
Experiments were repeated 3 times.

Preparation of cell-free extracts and catalase activity assay

Cells were grown for 48 h in YPD containing 2% glucose and were
harvested by centrifugation at 800 g for 10 min. Cells were washed twice with
distilled water and resuspended in lysis buffer (potassium phosphate pH 7.0
supplemented with SIGMAFAST protease inhibitor from SIGMA) and 0.5 g of glass
beads (SIGMA). Cells were frozen and thawed 2 times and the mixture was
vortexed 4 to 6 times with 1 min cooling on ice. The lysate was centrifuged for 20
min at 4°C to remove cell debris and glass beads. The supernatant was used for
enzymatic activity. Protein quantification was determined by Bradford (Bradford
1976). Bovine serum albumin from Sigma was used as standard. Catalase activity

was determined in cell-free extracts by a spectrophotometric method which

49



Estrés oxidativo y adherencia de Candida glabrata

measures the breakdown of H,O, by catalase (Aebi 1984). Assays were performed
4 times. The catalase activity was normalized to total protein from the lysate and
expressed as units per mg of protein. One unit is defined as the amount of catalase
required for degradation of 1.0 umol H,O, per min.

RESULTS

C. glabrata resistance to menadione. In order to understand the oxidative stress
response in C. glabrata, we decided to asses its resistance in LP cells to
menadione, a cytotoxic quinone that generates superoxide. Cells were grown and
exposed to menadione as described in the legend to Fig. 1 and in Materials and
Methods. C. glabrata BG14 (wt, reference strain) grows up to 0.2 mM of
menadione, however the ctalA strain which lacks the single catalase gene,
showed reduced resistance to menadione (Fig. 1A). We then assessed whether C.
glabrata cells are more resistant to menadione in SP (described in the legend for
Fig. 1 and in Materials and Methods). Both strains BG14 and ctalA exhibited
increased resistance to menadione to the same extent (Fig. 1B).

C. albicans, S. cerevisiae, and C. glabrata resistance to menadione in SP.
Once we have established C. glabrata resistance to menadione in SP and that
Ctal is dispensable in SP, we decided to compare its resistance with a C. albicans
strain [an opportunistic fungal pathogen], a S. cerevisiae lab reference strain [non-
pathogenic] and two S. cerevisiae Cl in SP. Cells were grown and exposed to
menadione as described in the legend to Fig. 2 and in Materials and Methods. C.
albicans which is distantly related to C. glabrata is more resistant to menadione
than C. glabrata (Fig. 2). C. albicans can grow up to 1.2 mM of menadione while

C. glabrata can only grow to 0.8 mM (Fig. 2). S. cerevisiae lab reference strain
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W303 showed resistance only to 0.2 mM of menadione, however, both S.
cerevisiae Cls (YIJM128 and YJM336) showed increased resistance to menadione.
These strains can grow in the presence of 0.6 mM (Fig. 2).
C. albicans, S. cerevisiae, and C. glabrata resistance to CHP in SP. We
decided to determine the resistance of these fungal strains to CHP, an organic
hydroperoxide, in SP. Cells were grown and exposed to CHP as described in the
legend to Fig. 3 and in Materials and Methods. Both strains BG14 and ctalA are
resistant to 0.4 mM of CHP (Fig. 3) and more resistant than C. albicans strain CA5
which showed sensitivity to 0.4 mM (Fig. 3). Interestingly, the non-pathogenic S.
cerevisiae strain W303 and both Cls, YIM128 and JYM336, showed almost the
same resistance at 0.4 mM of CHP as C. glabrata. At this concentration, C.
albicans strain CA5 is completely sensitive (Fig. 3).
C. glabrata, C. albicans and S. cerevisiae catalase activity.
We have previously shown in plate assays that C. glabrata is more resistant to
H,O, than C. albicans and S. cerevisiae (Cuéllar-Cruz et al. 2008). We decided
then to assay catalase activity in these strains. Surprisingly, C.g.B14, C.a.CA5 and
S.c.W303 showed almost no difference in catalase activity (Fig. 4). As expected,
C. glabrata strain lacking catalase, C.g.ctalA, showed no activity. However, S.
cerevisiae Cl showed increased catalase activity which is consistent with the fact
that these S. cerevisiae Cl are more resistant to H,O, than C.a.CA5 and S.c.W303
(Cuéllar-Cruz et al. 2008) (Fig. 4).
DISCUSSION

Pathogens are able to evade oxidative killing by phagocytes cells by using the well

conserved enzymatic and non-enzymatic mechanisms that keep low levels of ROS
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generated naturally by aerobic respiration (Gonzalez-Parraga et al. 2003). In this way,
pathogens can survive and persist in their host. C. glabrata oxidative stress response
has only recently been described (Chen et al. 2007, Cuéllar-Cruz et al. 2008, Roetzer et
al. 2008). C. glabrata is extremely resistant to very high levels of H,O, and can evade
killing by phagocytes cells (Cuéllar-Cruz et al. 2008, Kaur et al. 2007). C. glabrata has
one catalase (Ctalp) which is absolutely necessary to respond to oxidative stress
generated by H,O, (Cuéllar-Cruz et al. 2008). Furthermore, the well-conserved
transcription factors Yapl, Skn7, Msn2 and Msn4 coordinate in part the oxidative stress
response in C. glabrata (Chen et al. 2007, Cuéllar-Cruz et al. 2008, Roetzer et al.
2008). In this report, we investigated the natural resistance of C. glabrata, C. albicans
and S. cerevisiae to menadione and CHP. In addition, we measured their catalase
activity in SP. Fig. 1A shows that LP cells of C.g. BG14 (wt) can resist to 0.2 mM of
menadione and that this resistance is dependent on Ctal. Menadione is a cytotoxic
guinone that generates superoxide and it has been shown that exposure to menadione
induces the expression of S.c. and S.p. CTA1 (Nakagawa et al. 1995, Osorio et al.
2003). This result would suggest that the superoxide generated by menadione is
dismutated to H,O, which is then reduced by the catalase. Interestingly in SP, the
resistance to menadione is increased and there is no difference in resistance between
BG14 and the strain lacking the catalase [ctalA] (Fig. 1B). The increased resistance in
SP is not surprising, it has previously been shown that SP cells of different pathogens
are more resistant to different stresses including oxidative stress (Cyrne et al. 2003).
Interestingly, Ctal is dispensable in SP. This suggest that other genes are
compensating the lack of Ctal, but only in SP. In LP, these genes must be silent.

These other elements in SP could be superoxide dismutases, glutathione, glutathione
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peroxidases and thioredoxins that could be playing important roles in detoxifying
oxidative stress (Jamieson 1992, Jamieson et al. 1994, Stephen & Jamieson 1996,
Zadzinski et al. 1998). The regulatory network of the oxidative stress response in SP in
C. glabrata is an important aspect that required further study.

We then compared the resistance to menadione in SP between C. glabrata and
the closely related non-pathogenic yeast S. cerevisiae and the distantly related
opportunistic fungal pathogen C. albicans. As shown in Fig. 2, C. albicans strain, C.a.
CA5, is more resistant to menadione than C. glabrata. S.c. W303 is even more
sensitive. The enzymatic removal of superoxide ion is carried out by the enzyme
superoxide dismutase. Thus, the resistance to menadione shown by C. albicans could
be explained in part to the fact that C. albicans has 6 superoxide dismutases genes,
SOD1, SOD2, SOD3, SOD4, SOD5 and SOD6. It has been shown that C.a.SOD1,
C.a.SOD2, and C.a.SOD3 are important for protection in LP and SP and that C.a.SOD1
is important for virulence (Hwang et al. 2002, Lamarre et al. 2001, Martchenko et al.
2004). On the other hand, C. glabrata has only 2 superoxide dismutases, C.g.SOD1
and C.g.SOD2, which are orthologs of S. cerevisiae S.c.SOD1 and S.c.SOD2 (Longo et
al. 1996, Pereira et al. 2003) and C. albicans C.a.SOD2 and C.a.SOD3, and analysis of
the amino acid sequence homology between C. glabrata, S. cerevisiae and C. albicans
superoxide dismutases showed that C.g. SODs are closely related to S.c. SODs than to
C.a. SODs (C.g.Sod1p [CAGLOC04741g] 83% identical / 7% similar to S.c.Sodlp;
C.g.Sod2p [CAGLOE04356g] 70% identical / 11% similar to S.c.Sod2p, 58% identical /
14% similar to C.a.Sod2p; 54% identical / 13% similar to C.a.Sod3p). Interestingly, both
S.c. ClIs YIM128 and YJM336 are more resistant to menadione than W303 (Fig. 2), and

has been shown that these Cls are also more resistant to H>O, than W303 reference
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strain (Cuéllar-Cruz et al. 2008). These results support the idea that pathogens need to
have a proper response to oxidative damage in order to survive within the host
(Cassone et al. 2003, Clemons et al. 1994, McCullough et al. 1998, Munoz et al. 2005) .
These CI could have acquired an increased expression/activity of SOD, and MDR
(multiple drug resistant) genes and/or reduced permeability.

We investigated the natural resistance of C. glabrata to CHP, an organic
hydroperoxide. As shown in Fig. 3, C. glabrata is more resistant than C. albicans. S.
cerevisiae (W303 and CIs) are almost as resistant as C. glabrata. The oxidative stress
generated by CHP is removed in part by glutathione peroxidases and glutaredoxins.
One likely explanation to the difference in resistance between C. glabrata and S.
cerevisiae and C. albicans could be gene dosage: S. cerevisiae has 2 Phospholipid
hydroperoxide glutathione peroxidases GPX1 and GPX2 and 8 glutaredoxins GRX 1-8
and C. glabrata has 5 glutaredoxins GRX1 -5 and 4 glutathione peroxidases GPX1-4.
Whereas C. albicans has only 3 glutaredoxins GRX1-3.

Analysis of the catalase activity (Fig. 4) showed almost no difference between C.
glabrata, C. albicans and S. cerevisiae whereas C. glabrata has been shown to be more
resistant to H,O, than C. albicans and S. cerevisiae (Cuéllar-Cruz et al. 2008). This
result indicates that there must be additional elements in C. glabrata that determine the
increased resistance. Interestingly, S. cerevisiae Cl showed increased catalase activity.
This result suggests that S. cerevisiae Cl could have acquired a more robust response
to oxidative stress, in order to evade the attack and elimination by phagocytic cells. It
would be interesting to determine in S. cerevisiae Cl whether CTAL expression is up

regulated and/or the activity of Ctal is increased.
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Currently, we are making knockout mutants of C. glabrata SOD, GPX and GRX
genes in order to evaluate their role in the response to menadione and CHP.
Furthermore, we are determining whether expression of S. cerevisiae ClI CTAl is

modified.
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TABLE | Strains used in this study

Saccharomyces cerevisiae strain

Strain Parent  Genotype Reference
W303 MATa ura3-1 leu2-3,112 his3-11,15 (McDonald et al.
trpl-1 1997)
canl-100 ade2-1 ade3::hisG
YJIM128 Clinical isolate (Clemons et al.
1994)
YJIM336 Clinical isolate (Clemons et al.
1994)
Candida albicans strain
Strain Parent  Genotype
CA5 Clinical isolate Lab collection
Candida glabrata strains
Strain Parent Genotype
BG2 Clinical isolate (strain B) (Fidel et al. 1996)
BG14 BG2 ura3A::Tn903 G418® (Cormack & Falkow
Ura’ strain used in this study 1999)
CGM295 BG14  ura3A:Tn903 G418® ctalA:: hph Hyg®  (Cuéllar-Cruz et al.
ctalA 2008)
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Fig. 1: C. glabrata resistance to Menadione.

A. For LP sensitivity assay, saturated cultures of Candida glabrata (C.g.) strains
BG14 (wt) and CGM295 (ctalA) were diluted into fresh media (YPD) so that cells
would reach an ODggonm 0.5 after 7 doublings (D) at 30°C. C.g.BG14 and CGM295
cultures were divided and exposed to 0, 0.2, and 0.4 mM of Menadione. After the
treatment, the cultures were adjusted when needed to O.D.goonm 0.5, serially diluted
and each dilution spotted onto YPD plates, assuring that same amount of cells are
plated. Plates were incubated at 30°C. See Materials and Methods.

B. For SP sensitivity assay, saturated cultures of C.g. strains BG14 (wt) and
CGM295 (ctalA) were diluted to O.D.goonm 0.5 with spent media from the same
culture. The cells were divided into aliquots and treated for 3 hours with
Menadione at different concentrations: 0, 0.2, 0.4, 0.8, and 1.2 mM. After the
treatment, the cultures remained at O.D.goonm 0.5, oxidant was removed and cells
were diluted and spotted onto YPD plates. Plates were incubated at 30°C. See
Materials and Methods.

Fig. 2: C. glabrata, C. albicans and S. cerevisiae stationary phase resistance to
Menadione.

Saturated cultures of C.g. strain BG14, Candida albicans (C.a.) strain CAD5,
Saccharomyces cerevisiae (S.c) strains W303, Cls YJM128 and YJM336 were
treated as described in Fig. Legend 1B and in Materials and Methods.

Fig. 3: C. glabrata, C. albicans and S. cerevisiae stationary phase resistance to
CHP.

Saturated cultures of C.g. strains BG14 and CGM295 (ctalA), Candida albicans

(C.a.) strain CA5, Saccharomyces cerevisiae (S.c) strains W303, Cls YIJM128 and
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YJM336 were grown and treated as in Fig. 2, but cultures were expose to CHP at
0, 0.4, and 0.8 mM. See Materials and Methods.

Fig. 4: C. glabrata, C. albicans and S. cerevisiae catalase activity.

C.g. strains BG14 and CGM295 (ctalA), Candida albicans (C.a.) strain CAS5,
Saccharomyces cerevisiae (S.c) strains W303, Cls YJM128 and YJM336 were
grown for 48 h (SP) in YPD containing 2% glucose and cell extracts were prepared
as described in Materials and Methods. The catalase activity was normalized to
total protein from the lysate and expressed as units per mg of protein. One unit is
defined as the amount of catalase required for degradation of 1.0 umol H,O, per

min. Data is presented as the mean £ S.D. of 4 independent experiments.
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Capitulo 4

Candida glabrata clinical isolates adhered to HelLa

cells expresses different adhesins
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Abstract

Candida glabrata has recently emerged as the second most common cause of
invasive candidiasis after Candida albicans in immunocompromised patients
(Pfaller and Diekema 2007). Several clinical studies have suggested a pathogenic
link between adhesion and colonization. C. glabrata is able to adhere in vitro to
human epithelial and endothelial cells by Epal, Epa6 and Epa7 (epithelial
adhesins). To determine whether C. glabrata strains isolated from various clinical
sources were capable of adherence to epithelial cells, we used sixty-six clinical
isolates from different origins, of which eleven were hyper-adherent to epithelial
HeLa cells. We found that C. glabrata hyper-adherent clinical isolates contain the
EPAl, EPA6 and EPA7 genes, this indicated that probably the adhesion of C.
glabrata to HelLa cells is due to EPA family. An RT-PCR assay was developed to
evaluate expression of EPA genes in C. glabrata. By analysis of RT-PCR we
found that hyper-adherent clinical isolates to HelLa cells expressed one or more of
the genes encode EPA family. These expression differences might be due to
genetic variability of the EPA gene family which provide the opportunity for C.
glabrata to display proteins with a large spectrum to provide sufficient specificity in
adherence. The analysis here is the first evidence that there are clinical isolates of
C. glabrata that in vivo not only expresses EPALl, EPA6 and EPA7, and this is
because there is a redundancy of adhesins in C. glabrata that allows its adherence

both in vitro and in vivo.
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Introduction

Candida species are the most common cause of fungal infections in intensive care
units and these are primarily caused by Candida albicans (Pfaller and Diekema
2007). However, Candida glabrata in the last two decades has emerged as the
second species causing invasive candidiasis in inmunocompromised hosts,
diabetics, neonates and surgical patients (Trick, Fridkin et al. 2002; Pfaller and
Diekema 2007). An important step in the establishment of Candida infections is
the adhesion of yeast cell to the host cell (Fidel, Vazquez et al. 1999). The fungal
proteins that mediate adherence to the human host are the adhesins, which are
considered virulence factors. C. glabrata encodes a family of at least 23 members
of a class of proteins termed glycosylphosphatidylinositol-dependent cell wall
proteins (Kaur, Domergue et al. 2005), called EPA (adhesins epithelial). In contrast
to the large number of EPA genes present in this yeast, by in vitro assay
adherence to epithelial cells only Epal, Epa6 and Epa7 have been identified that
mediate adherence to epithelial cells (Cormack, Ghori et al. 1999). Although little is
known about the rest of C. glabrata EPA genes involved in vivo in adhesion to host
cells. Most of the EPA genes are present in subtelomeric clusters and they are
transcriptionally repressed by the silencing machinery (De Las Pefias, Pan et al.
2003). Through a series of strains containing insertions of the reporter URA3 gene
within different intergenic regions in four telomeres of C. glabrata, assessed the
roles of SIR2, SIR3, SIR4, HDF1 (yKu70), HDF2 (yKu80) and RIF1 genes, which
encodes the proteins involved in silencing subtelomeric. This analysis showed that

SIR proteins are absolutely required for silencing of the reporter genes and the
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native subtelomeric EPA genes, whereas the yKu70, yKu80 and Rifl proteins
differentially regulate silencing of the analyzed telomeres. These experiments
clearly show that silencing of the C. glabrata telomeres varies from telomere to
telomere (Rosas, Juérez et al. 2008). A deletion in one of the C. glabrata gene
silencing subtelomeric, will make it hyper-adherent to epithelial cells (De las Pefias,
Pan et al. 2003; Castafio, Pan et al. 2005; Iraqui, Garcia-Sanchez et al. 2005).
The large number of EPA genes in this yeast and its differential regulation may
indicate the variety of sites in the host that can be invaded by C. glabrata.
Adherence C. glabrata clinical isolates from different clinical origins to epithelial
cells has yet to be analyzed.

Here, through adherence assay in stationary phase, we found that C. glabrata
sir3A mutant is unable adherence to HelLa cells. This result suggest that the EPA
proteins that mediate adherence to HelLa cells are not under subtelomeric
regulation of SIR3, and probably also Epal, Epa6 and Epa7. There are other EPA
proteins mediating adherence to HelLa cells. We present qualitative data to indicate
that the C. glabrata clinical isolates from different clinical origins vary in their
adherence capabilities to HelLa cells. Furthermore, we found that C. glabrata
hyper-adherent clinical isolates expresses one or more of the genes that encode
the EPA family. The analysis here is the first evidence that there are clinical
isolates of C. glabrata that perhaps unidentified EPA proteins with functions

redundant to Epal, Epa6 and Epa7 are expressed in vivo.
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Materials and Methods

Strains and Growth Media. The C. glabrata strains and clinical isolates used in
this study are listed in Table S1. The Sixty six clinical isolates of C. glabrata were
isolated from different clinical origins (blood, urine, urinary catheter,vagina, knee
and pancreas) of patients and identified by standard techniques. Strains were
stored in 15% glycerol stocks at -80°C and cultured on either YPD (1% yeast
extract, 2% peptone, 2% glucose, uracile 25 ug mi™) at 30°C. For solid media, 2%
agar was added.

Cell cultures and fixing conditions. Cervical carcinoma cells (HeLa) were
cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
supplemented with 80 U ml™ of penicillin G, 50 ug ml™* of streptomycin sulphate,
and 7% calf serum (HyClone Laboratories Inc.). The cells were maintained at 37°C
in 5% CO,. Confluent growth was obtained in 24-well plates. The medium was
aspired and the cells were fixed with 3.7% formaldehyde in PBS for 0.5 h at 4°C.
Each well was washed once with sterile water and PBS. One mililiter of PBS
supplememnted with Pen/Strep (Penicillin 200 U ml™* and Streptomycin 100 pg ml
1Y was added to each well for storage at 4°C for several months.

In vitro adherence assays. For the assay of adherence, the C. glabrata strains
and clinical isolates were grown in 5 ml of YPD for 48 h (stationary phase). All
cultures were adjusted to an ODgpo of 6.0 with Hanks Balanced Salt Solution
(HBSS) supplemented with 5 mM CaCl,. 100 pl of yeast cell suspension was
added to each well of 24-well plates containing previously fixed and washed

epithelial cells in 900 pl of fresh PBS without antibiotics. The plates were incubated
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at room temperature for 1 h. Non-adherent yeast cells were washed three times
with HBSS with CaCl, and once with PBS. Adherent cells were recovered by
lysing the epithelial cells with 500 ul of 0.1% triton 0.5% SDS in PBS. The cells
were scraped off the plate and counted by viable account.

Reverse transcription-PCR (RT-PCR). RNA total of C. glabrata strains and
clinical isolates in stationary phase was isolated using Trizol reagent (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions. DNase | (Invitrogen) was used to
eliminate DNA contamination from total RNA. Synthesis of cDNA and PCR were
carried out as previously described using the AccessQuick™ RT-PCR system
(Promega, Madisson, USA) (Kaledin, A.S. et. al. 1981). The RT primers used for
each gene were as showed in Table S2. The cDNA synthesis reaction was carried
out at 55°C for EPAL, EPA2, EPA3, EPA4/5, EPAG6, EPAS8, EPA11, EPA12, EPAL3
and EPA15; at 59°C for EPA7; and at 50°C for ACT1. The PCR was carried out at
52°C for EPAL, EPA2, and EPA4/5; at 55°C for EPA6, EPA1l, EPA12, EPA13 and
EPA15; at 57°C for EPA3, EPA7and EPAS8; and at 50°C for ACT1. Extension time
was 12 sec for all reactions with 26 cycles of amplification for EPAL, EPA2, EPA3,
EPA4/5, EPA6, EPA7, EPA8, EPA13, 28 cycles for EPA11l, EPA12; 30 cycles for
EPA15 and 22 cycles for ACT1. We performed PCR amplification of DNase-
treated total RNA samples without the reverse-transcription procedure (No-RT). No
amplification of PCR products indicated the complete elimination of DNA
contamination of the DNase-treated total RNA samples did not contain the

genomic DNA.
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PCR amplification. Genomic DNA was extracted from C. glabrata strains and
clinical isolates in the stationary phase and used as a template for amplification of
the EPA1, EPA6 and EPA7 genes. PCR was carried out with Amplificase DNA
polymerase (Biogénica, DF, Meéxico) with the primers for EPAl: 5'-
GGGCTCAAAAACAGCTAAAG-3'(forward), 5-AACAGTGTTTTCGTTTGAT-3’
(reverse); for EPA6: 5-TTTGAAATCAGGATCGAATC-3' (forward) and 5'-
GACTTAATGCACCATCATTG-3'(reverse), and for EPATY: 5-
TACGGAAGAATGGTTCGTAC-3'(forward), 5-GCTTGCCGGTAAATGATCT-3’

(reverse). All PCR products were also run on 2.0% agarose gels.

73



Estrés oxidativo y adherencia de Candida glabrata

TABLE S1. Strains used in this study

Strain Parent Genotype and/or description Reference or
source
C. glabrata strains
BG14 BG2, ura3A::Tn903 G418"° (Cormack and
clinical Falkow 1999)
isolate
CGM71 (sir2A mutant) BG1048 ura3A:Tn903 G418" Domergue et
sir2A::hph Hyg® (pAP596/Sac I-Kpn 1) al, 2005
CGM24 (sir3A mutant) BG676 ura3A::Tn903 G418~ sir3A De Las Pefas
et al, 2003
CGM73 (sir4A mutant) BG1050 wra3A:Tn903 G418" sirdA::hph Hyg®  Rosas-
(pPAP598 Bsg I) Herndndez et
al, 2008
CGM78 (hdf1lA mutant) BG1080 ura3A:Tn903 G418" hdf1A::hph Rosas-
Hyg® (pAP611 Bcg 1) Hernandez et
al, 2008
CGM79 (hdf2A mutant) BG1081 wra3A:Tn903 G418" hdf2A::hph Rosas-
Hyg® (pAP612 Bcg 1) Hernandez et
al, 2008
CGM52 (rif1A mutant) BG509  wra3A:Tn903 G418F riflA Castafio et al,
2005
CGM39 (rap1-21A mutant) BG592 ura3A::Tn903 G418~ rap1-21A De Las Pefas
pAP497/Xho | integrated in the et al, 2003
chromosome
CGM87 (epalA mutant) BG64 ura3A::Tn903 G418 epalA Castario et al,
2005
CGM40 (epab, epa7)A BG873 ura3A::Tn903 G418" (epa6, epa7)A Castafio et al,
mutant 2005
CGM48 (epal epa7)A BG991  wra3A:Tn903 G418" ‘epal epa7)A Castafio et al,
mutant 2005
CGM42 (epal epab)A BG922 ura3A::Tn903 G418" (epal, epa6)A Castafio et al,
mutant 2005
CGM43 (epal epab BG923  wra3A:Tn903 G418" ‘epal epab Castafio et al,
epa7)A mutant epar)A 2005
CGM106 (epal epa2 epa3 BGl4 ura3A::Tn903 G418" ‘epal epa2 epa3 Castafio et al,
epad epab epab epa7)A epa4 epab epab epa7)A 2005
mutant
C. glabrata clinical
isolates
MC1 Clinical  Endodontics SUASLP,
isolate SLP, México
MC(2,3,4,5,6,7,21,22,23) Clinical SUASLP,
isolate SLP, México
MC8 Clinical  Vagina °Hospital,
isolate Ledn,México
MC(10,11) Clinical  Urinary tract °Hospital,
isolate Ledn,México
MC(12,13,14,16,17,19,20,2 Clinical  Urine ‘INNSZ
5, isolate
26,27,28,29,30,31,32,
33,

34,35,36,37,38,39,40,
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41,
42,43,44,45,46,51,52,
53,
56,57,58,59,60,61,62,
63,
64,65,66,67,68,70,71,
72,73,74)
MC69 Clinical  Blood ‘INNSZ
isolate
MC55 Clinical  Pancreas ‘INNSZ
isolate
MC54 Clinical Knee ‘INNSZ
isolate

% Universidad Autonoma de San Luis Potosi, San Luis Potosi, México
® Clinica de Salud, Leén Guanajuato, México
¢ Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, Distrito Federal, México
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Table S2. Oligonucleotides used in this study

Primer Sequence Description
EPAl TAACAGTGTTTTCGTTTGAT Forward
EPAl GGGCTCAAAAACAGCTAAAG Reverse
EPA2 GAATGATTTCCTTATTAAAT Forward
EPA2 GGGATCAGATTATGCAAAAG Reverse
EPA3 TAATTTGATCAGTAGCACCG Forward
EPA3 GCATGTTGATAGTTCCAAAA Reverse

EPA4/5 GTCAAAATTCTGTAGTGAAAG Forward

EPA4/5 GCTAACATTACTGTATTTCT Reverse
EPAG GACTTAATGCACCATCATTG Forward
EPAG GACTTAATGCACCATCATTG Reverse
EPA7Y GCTTGCCGGTAAATGATCT Forward
EPAY TACGGAAGAATGGTTCGTAC Reverse
EPAS TTCCTGGTTCCGTCGCACCA Forward
EPA8 GGGCGGGTACCAGAAAAGAC Reverse
EPA9 TGTACTAAAAGTAGTGTCATCAACG Forward
EPA9 GACTATCATTCGAAATTCATGG Reverse

EPA11l TTAGTGGAGCCGGAGAATCG Forward

EPA11 GGCCCAATCAAGATAAGAAT Reverse

EPA12 TATGCGCTCTGATCCATGT Forward

EPA12 GGAAGGCGAATAGTGCGTA Reverse

EPA13 TTTGCCGAATAGGCGAGTCA Forward

EPA13 GGCCAGGCGTGAACAAAAAC Reverse

EPA14 GATACGTGTAGGCGCACCA Forward
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EPA14 CATGTTGACCATTCCAAGA Reverse
EPA15 TTATTATTGCATTTGAATGC Forward
EPA15 GGGCAAAAAAAGCCTCAAAA Reverse
EPA16 TAACAATTTCTTCACTAAAT Forward
EPA16 GGGGCTCAAAAAATGCAAAAA Reverse
EPA1Y TTCTGTTAGGTAGTTAACACCG Forward
EPAL7 GTGATGGTATACCTTAATTCCG Reverse
ACT1 CTTGGATTGAGCTTCGTC Forward
ACT1 CGCCGGTGACGATGCTCC Reverse
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Results

The adhesion assay. Adhesion of Candida glabrata to epithelial cells is necessary
for it to colsonize the different niches of the human host, and is one of the
prerequisites that are essential to accomplish pathogenesis of C. glabrata in the
host. Previous studies showed that EPA1, EPA6 and EPA7 mediate adherence of
C. glabrata to epithelial cells (Cormack, Ghori et al. 1999; Castano, Pan et al.
2005; Iraqui, Garcia-Sanchez et al. 2005; Margaret L. Zupancic 2008). EPA1 is
expressed only in exponential phase (Cormack, Ghori et al. 1999) therefore, C.
glabrata cells in stationary phase are non-adherent to epithelial cells (Castano, Pan
et al. 2005). Most of the EPA genes are transcriptionally repressed by the silencing
subtelomeric (De Las Pefas, Pan et al. 2003). C. glabrata mutants in the proteins
of subtelomeric silencing (SIR2, SIR3, SIR4, RIF1 and RAP1-21) in stationary
phase showed increased adherence to epithelial cells. In order to study whether
clinical isolates of C. glabrata obtained from different origins were capable of
adherence to epithelial cells, we used sixty-six clinical isolates, of which eleven
were hyper-adherent to epithelial HeLa cells (Table 1 and Fig. 1). As a control we
used C. glabrata strains null in EPA and subtelomeric silencing genes. sir2A, sir4A,
rflA and raplA strains showed increased adherence to Hela cells, whereas sir3A,
was not able to adhere to HelLa cells (Figl and data not show). This is not
observed when sir3A to adhere to other cell lines such as Lec2 cells, A498 cells
and T24 cells (Castafio, et al, 2005). This suggests that probably the EPA proteins

that mediate adherence to epithelial cells of these eleven clinical isolates are not
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under regulation of SIR3. In the case of EPA1A, EPAGA and EPATA strains were
not adherent to HelLa cells.

Which EPA genes are responsible for the hyperadherent phenotypes of
Candida glabrata clinical isolates. Epal, Epa6 and Epa7 are able to mediate
adherence to a variety of epithelial cells. We tested which adhesins are expressed
in hyperadherent isolates. As a first step in identifying the adhesins responsible for
the hyperadherent phenotype of C. glabrata clinical isolates, we also tested
whether these eleven hyper-adherent clinical isolates to HeLa cells had the EPAL,
EPA6 and EPA7 complete genes. Using PCR amplification of genomic DNA from
these clinical isolates, we found that EPAL, EPA6 and EPA7 genes were present in
all clinical isolates (Fig. 2). Sequence of the C. glabrata genome revealed that
there were a number of sequences with homology to the N-terminal ligand-binding
domain of EPAL1. We analized the expression of 16 distinct putative EPA-related
sequences in eleven hyper-adherent clinical isolates. For each gene, we utilized
specific oligonucleotides to assess transcript levels by RT-PCR. We found that
expression of EPAL1, EPA8 and EPA12 were increased in almost all C. glabrata
clinical isolates. Expression of EPAS3,4/5,6,7,11,12,13 and 15 were increased
depending on the clinical isolates (Fig. 3). The comparison between EPA
expression levels from C. glabrata clinical isolates showed that all clinical isolates
express one or several adhesions. This result indicated that depending on the
place of origin which were isolated the C. glabrata clinical isolates, they are
capable of expressing either adhesins, appeared to retain expression of adhesins
that allow them to remain adhered to cells human host. We concluded from these

results that there are clinical isolates of C. glabrata that perhaps unidentified EPA
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proteins with functions redundant to Epal, Epa6 and Epa7 are expressed in vivo.
With this result we trated to correlate the origin of the clinical isolates with their
ability to express one or another adhesin, we found that there is no correlation

between the origin of the clinical isolate and expression adhesin (Table 2).
Discusion

SIR3 does not regulate the adhesins of C. glabrata that mediate adherence to
HelLa cells

The adherence of Candida glabrata to host cells is mediated by the family of EPA
genes. C. glabrata expresses in vitro EPA1, EPA6 and EPA7, which mediate
adherence to epithelial cells (Cormack, 1999; Castafio, 2005). EPA1 expresses
weakly in the stationary phase, therefore C. glabrata stationary phase cells are
non-adherent to epithelial cells. Our data show that sir3A strain is non-adherent to
HelLa cells in the stationary phase (Table 1). This result suggested that the
adhesins that mediate adherence to HelLa cells are not under the regulation of
SIR3, and likely the adhesins involved in adherence of C. glabrata to HelLa cells
are different from EPA2-7. De Las Pefias has shown that EPA2-5 are silenced in
an SIR3-dependent fashion. Castafio and Cormack have shown that EPA6-7 were
expressed in the sir3A strain. This result supports the hypothesis that Sir3p acts
normally to repress some of the EPA genes (De Las Pefas, 2003). However, this
results also suggests that Sir3p could be activating some EPA genes different from
EPA2-7.

We show that some C. glabrata clinical isolates from different clinical origins were

hyper-adherents in the stationary phase (Fig. 1 and Table 1). These data reveal

80



Estrés oxidativo y adherencia de Candida glabrata

that EPA1 is not the major adhesin that mediates adherence to HelLa cells and
suggest that the rest of proteins in the EPA family mediate adherence to HelLa
cells. A number of adhesins have been described in C. albicans that contribute to
overall adherence (M. K. Hostetter, 1994). Two members of the C. albicans Als
protein family (Alslp and Als5p) have been found to mediate adherence; however,
the functions of other members of this family are unknown (Sheppard, 2004). A
similar function of the adhesins family probably exists in C. glabrata, and might
explain why the adhesins are expressed in differential manner depending of the
epithelial tissue that they are adhered to.

We tested whether C. glabrata clinical isolates hyper-adherents to HelLa cells had
the adhesins EPA1, EPA6 and EPA7 which are expressed in vitro. Using PCR
amplification of genomic DNA from clinical isolates, we found that these genes
were present in the clinical isolates hyper-adherents (Fig. 2), which is not the case
with the other clinical isolates. Interestingly, we found that some C. glabrata clinical
isolates that are non-adherent to HelLa cells do not have EPA7, however all have
EPA6 (data not shown). This result suggest that probably in vivo EPA6 is the
major adhesin that mediates the adherence of C. glabrata at all epithelial tissues in
the human host. This is probably due to the specificity of the three proteins for
glycans within this class varies, with Epa6 having a broader specificity range than
Epal or Epa7 (Zupancic, 2008).

C. glabrata clinical isolates hyper-adherents to HelLa cells express other
adhesins besides Epal, Epa6 and EPA7

C. glabrata clinical isolates hyper-adherents to HelLa cells showed marked

differences in the expression pattern of the EPA genes as measured by RT-PCR
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(Fig. 3). These expression differences might be due to genetic variability of the
EPA gene family which may provide the opportunity for C. glabrata to display
proteins with a large spectrum to provide sufficient specificity in adherence. The
availability of such a group of related proteins is likely to improve the ability of C.
glabrata to respond differently to particular environmental signals and colsonize
and invade different anatomical and physiological niches during infection. This
result also explains why the EPA1A strain shows no phenotype in vivo and this is
because there is a redundancy of adhesins in C. glabrata that allows its adherence
differenty both in vitro and in vivo.

Is there a correlation between adhesin expression by clinical isolates hyper-
adherents isolated from different clinical origins?, our results revealed that there is
no correlation between the origin of the clinical isolate and the expressed adhesin
(Table 2). This also occurs in C. albicans that has not been found a correlation
between the clinical origin of clinical isolates and their capacity for adhesion to host
cells. With these results we conclude that the adhesion and invasion of C. glabrata
to host cells is complex, as also should be considered in the treatment and type of

patient which are purified clinical isolates of C. glabrata.
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FIGURE LEGENDS

Table 1. Qualitative analysis of the adherence of Candida glabrata clinical
isolates to HelLa cells. @ Strains and clinical isolates of C. glabrata in stationary
phase. ® + means only a few cells of C. glabrata adhered to monolayer HeLa cells;
++ means saturated monolayer of HelLa cells with cells of C .glabrata; +++ means
monolayer of HeLa cells completely saturated with C. glabrata cells. © Number of
C. glabrata clinical isolates that adhered to HelLa cells expressed as percentage,
in parenthesis indicates the ratio of the number of clinical isolates that satisfy this

requirement with respect to total clinical isolates.

Figure 1. Adherence of strains and clinical isolates of C. glabrata to HelLa
epithelial cells. C. glabrata strains and clinical isolates were grown until stationary
phase. All cultures were adjusted to a final ODggo of 0.6 with Hanks Balanced Salt
Solution (HBSS) supplemented with 5 mM CaCl,. The plates were incubated at
room temperature for 1 h. The determination of the adherence capacity of different
strains and clinical isolates of C. glabrata, was confirmed by light inverted
microscope. Image taken using 40X objective. Only presented some representative
images that show the ability of each strain of C. grabrata used in assay adherence

to HelLa cells.
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Figure 2. C. glabrata clinical isolates hyper-adherents to HelLa cells had the
adhesins EPA1, EPA6 and EPAY.

PCR products from amplification of C. glabrata clinical isolates hyper-adherent to
HelLa cells genomic DNA with EPA1, EPA6 and EPA7 gene-specific primer pairs.
PCR reactions were run to determine if EPALl, EPA6 and EPA7 gene products
were in these clinical isolates. The resulting products were separated on agarose

gels and stained with ethidium bromide.

Figure 3. RT-PCR products from analysis of EPA genes expression in C.

glabrata clinical isolates hyper-adherents to HelLa cells. The resulting RT-PCR

products visualized on ethidium-bromide-stained agarose gels.

Table 2. There was no correlation between the origin of the clinical isolates

hyper-adherents to HeLa cells and expression adhesions.
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Figures and tables

Strains?* Adherence to HeLa cells® Total number of
clinical isolates
analyzed (%)
Controls
wit .l
hdfI A, hdf2A, rapl A rifl A +
sir2 A, sirdA +++
sir3A, epal A, epa7i, epa(l,6)A, epa(l,7)A, -
epa(1,6,7)A, epa(1,2,3,4,5,6, )\
Clinical isolates
MC(1,2,25,29,48,51,61,63,65,66,68,73) 4+ 18.20(12/66)
MC(3.4.12.16,26,30,31,37,60.63,64,72) ++ 18.20(12/66)

MC(5,6,8,1011,13,14.17,19,21,22.23.27, + 54.55(36/66)
28.35.36.38,39,40,41,42 43.44.46,47,
52,53,54,55,56,57,58,59,62.67,69)

MC(7,20,32,33,70,71) - 9.05(6/66)

Table 1.
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Number C. glabrata Origin EPA expressed
clinical isolate
MC1 Endodontics  EPAI, EPAS8
MC2 EPAIL EPAS, EPALL EPA12, EPAI3, EP4135
MC25 Urine EPAll, EP413, EPALS
MC29 Urine EPAIL EPA3, EPA4/3, EPA6, EPA7, EPAS, EPAI2, EPA15
MC48 Urine EPAL EPAS8, EP412
MC51 Urine EPAIL EPA6, EPA7, EPAS, EP411, EPA12
MC61 Urine EPAIL EPA6,EPA7,EPAS, EP412
MC65 Urine EPA11,EPA13,EPA15
MC66 Urine EPAL EPA6, EPAS
MC68 Urine EPAIl, EP43, EP44/5, EP46, EPA12, EP415
MC73 Urine EPAS
Table 2.

epa(l,6,7)A

Figure 1.
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clinical isolates epa
wt 1 2 25 2948 51 61 63 65 66 68 73 (1,6,)A
EPAl

EPA6

EPA7

Figure 2.
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clinical isolates
wta b 1 2 252948 5161 65 66 68 73 63

EPA1

EPA2

EPA3

EPA4/5

EPA6

EPA7

EPA8

EPA11

EPA12

EPA13

EPA15

ACT1

Figure 3.
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Capitulo 5

Método in vitro para la deteccion de Candida

glabrata, kit de diagnostico y usos de los mismos
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Capitulo 6

Discusion
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6.1 Candida glabrata responde diferente a estrés oxidativo que

Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae

Los hongos patdgenos oportunistas como C. glabrata han desarrollado
mecanismos para proteger sus componentes celulares de las ERO generadas por
el metabolismo aerobio o las células fagociticas (Jamieson, 1992; Gonzalez-

Parraga, 2003).

C. glabrata es mas resistente a H,O, que C. albicans y S. cerevisiae
durante las fases logaritmica y estacionaria. Esta habilidad de C. glabrata de
detoxificar eficientemente el H,O,, se debe a su catalasa (Ctalp). A pesar de que
S. cerevisiae posee dos catalasas, no son tan eficientes como la catalasa de C.

glabrata (Munhoz y Soares-Netto, 2004).

Las células de C. glabrata en fase estacionaria resisten altas
concentraciones de H;O,, lo que no se observa durante fase logaritmica.
Levaduras en fase estacionaria son capaces de soportar condiciones adversas,
como altas concentraciones de antifiingicos, compuestos quimicos y radicales
libres. En células de S. cerevisiae durante fase estacionaria se encontrd que existe
un arresto del ciclo celular acompafado de cambios fisiologicos, bioquimicos y
morfolégicos, que le confieren resistencia a diferentes tipos de estrés. Estos
cambios incluyen engrosamiento de pared celular, acumulacion de carbohidratos y
adquisicién de termotolerancia (Werner-Washburne y cols., 1993). C. glabrata
posiblemente al igual que otras levaduras en fase estacionaria, sufre cambios

fisiolégicos y bioquimicos que le permiten resistir altas concentraciones de H,0..
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Encontramos que C. glabrata es mas eficiente en la detoxificacion de
hidroperoxido de cumeno (CHP) que S. cerevisiae y C. albicans. Esto es debido a
que las peroxidasas y glutation peroxidasas presentes en C. glabrata tienen una
alta velocidad catalitica con respecto a las de C. albicans o S. cerevisiae.
Sorprendentemente, encontramos que tanto los aislados clinicos como la cepa
silvestre de S. cerevisiae son mas resistentes a CHP que C. albicans. Este es un
dato interesante porque no existen reportes en donde se haya encontrado que C.
albicans sea mas sensible que S. cerevisiae. Esta resistencia probablemente se
deba a que S. cerevisiae cuenta con un nimero grande de sistemas antioxidantes
contra peréxidos organicos ya que tiene tres glutation peroxidasas (Gpx) las
cuales reducen el H,O, y los perdxidos organicos a agua y su correspondiente
alcohol. Ademas de las Gpx, dos de las cuatro peroxiredoxinas (Tpx1l y Tsal) de
S. cerevisiae parecen tener mayor especificidad por hidroperéxidos organicos que
por H,O, (Troter y cols., 2008; Park y cols., 2000; Cha y cols., 2003). S. cerevisiae
posee siete glutaredoxinas (Grx1p-Grx7p) que la protegen de estrés (lzquierdo y
cols., 2008; Mesecke y cols., 2008). Grxlp y Grx2p detoxifican los peroxidos
organicos ya que presentan actividad de glutation peroxidasas (Collison, 2002).
Estos datos sugieren que el conjunto de estos sistemas enzimaticos le confieren
resistencia a S. cerevisiae contra CHP en contraste con C. albicans que no tiene
un numero grande de enzimas antioxidantes para peroxidos organicos. Esto se
debe posiblemente a que C. albicans se enfrenta principalemente a iones O, vy
H.O, generados durante el estallido respiratorio en las células fagociticas mas que

con peroxidos organicos.
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Interesantemente, asi cuando C. glabrata presenta una mayor resistencia a
H,O, y a los peroxidos organicos como el CHP, C. albicans resiste
concentraciones mayores de menadiona que C. glabrata y S. cerevisiae. Esto
sugiere que C. albicans posee mecanismos mas eficientes que C. glabrata y S.
cerevisiae que le permiten detoxificar el O," producido por la menadiona. La
enzima antioxidante que se encarga de la dismutacion del radical O," a H,O,, es
la superdxido dismutasa (Sod). C. albicans posee seis superéxido dismutasas con
potencial para reducir el superoxido a agua y oxigeno (Chaves y cols., 2007;
Martchenko y cols., 2004). Estas superoxido dismutasas presentes en C. albicans,
deben de protegerla del estallido respiratorio producido por las células fagociticas
del hospedero. Durante el estallido respiratorio, la primera especie reactiva de
oxigeno que se genera es el radical superéxido (O,7) (Schrenzel y cols., 1998), el
cual subsecuentemente es convertido a peréxido de hidrégeno (H20,) y el radical
hidroxilo (HO™). Las Sod mejor estudiadas con respecto a su papel en patogénesis
son Sodl y Sod5 de C. albicans (Fradin y cols., 2005). Ambas enzimas se
requieren para la virulencia en modelos de ratén (Hwang y cols., 2002) y Sod1 se
requiere para sobrevivir al ataque de macréfagos (Hwang y cols., 2002). En
conjunto, estas observaciones sugieren que cada hongo patégeno se enfrenta a
distintas ERO en el hospedero, por lo cual, desarrollan mas un sistema enzimatico

que otro (Frohner y cols., 2009).

6.1.2 Sistemas antioxidantes de Candida glabrata

Candida glabrata posee moléculas y sistemas antioxidantes que le permiten

defenderse de los radicales libres. Una enzima antioxidante importante en la

98



Estrés oxidativo y adherencia de Candida glabrata

detoxificacion de especies reactivas de oxigeno es la catalasa, la cual también se
considera un factor de virulencia tanto en bacterias como en C. albicans (NG y
cols., 2004; Nakagawa y cols., 2003; Horsburgh y cols., 2001; Nakagawa y cols.,
1999; Wysong y cols., 1998).

La Ctalp de C. glabrata es indispensable en la detoxificacién de H,O,, al
igual que las catalasas de otras levaduras (Nakagawa y cols., 1999; Nakagawa y
cols., 1995; Wysong y cols., 1998).

La cepa mutante ctalA en presencia de menadiona en fase logaritmica, no
fue capaz de hidrolizar el H,O, generado por la dismutacion del SO,” producido
por la menadiona. Esto indica que la CgCtalp es la enzima principal que detoxifica
el H,O, formado enddgenamente. Sorprendentemente, en fase estacionaria la
mutante ctalA presentd la misma resistencia que la cepa silvestre. El hecho de
que esta cepa en fase estacionaria no presente sensibilidad a menadiona,
indicaria que en esta fase del crecimiento celular otros mecanismos de defensa
antioxidante independientes de la Ctalp son los que contribuyen al nivel de
resistencia observado en estas células. Las enzimas en fase estacionaria que
estan involucradas en conferir resistencia al radical S0,” en S. cerevisiae, Bacillus
sp. y S. pombe, son las superoxido dismutasas, glutation peroxidasas,
glutaredoxinas y la deshidrogenasa de glucosa-6-fosfato (Yan y cols., 2006;
Jamieson, 1998; Lee y cols; 1997). En fase estacionaria, ademas de los sistemas
enzimaticos, existen moléculas que protegen a las levaduras de las condiciones
adversas del medio. La trehalosa, es un metabolito que protege a los
microorganismos de varios tipos de estrés, ya que incrementa su concentracion

durante choque térmico y exposicion a compuestos quimicos (Nwaka y Holzer,
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1998; Hengge-Aronis y cols., 1991). En C. glabrata no se ha estudiado la funcién
de este compuesto, pero, probablemente durante fase estacionaria existe
acumulacion de trehalosa que estabiliza la membrana (Leslie y cols., 1994),
impidiendo de esta manera que la menadiona pase al interior de la célula y genere
el radical SO,". Otra molécula que se induce en respuesta al estrés oxidativo
causado por menadiona, es el glutation. En 1998, Zadzinski y cols., mostraron que
células de S. cerevisiae en presencia de menadiona, disminuyeron la
concentracion total del glutation, la formacién intracelular del conjugado
menadiona-S-glutation y la traslocacion de este conjugado fuera de las células.
Asi una cepa mutante gshA mostré mayor sensibilidad a menadiona que la cepa
silvestre. Estos resultados indican que la formacién del conjugado menadiona-S-
glutation es la principal ruta de detoxificacion de menadiona ya que permite que la
menadiona sea eliminada del interior de las células al medio extracelular. Estas
observaciones sugieren que C. glabrata durante fase estacionaria posee una alta
concentracion de glutatiéon, lo que podria estar favoreciendo la formacién del
conjugado menadiona-S-glutation.

En levaduras como S. cerevisiae y C. albicans se ha demostrado que sus
catalasas no son capaces de hidrolizar los hidroperéxidos organicos (Netto y cols.,
1996; Chae y cols., 1993). En C. glabrata con la finalidad de evaluar si la CgCtalp
posee la misma especificidad por su sustrato como las catalasas de estas
levaduras, células ctalA fueron tratadas con hidroperoxido de cumeno (CHP).
Observamos que la cepa silvestre y la mutante ctalA de C. glabrata resistieron la

misma concentracion de CHP. Este resultado indica que la catalasa de C. glabrata
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tiene especificidad de sustrato, como ocurre en S. cerevisiae, C. albicans y S.
pombe donde se demostro que el gen CTT1 no se induce por CHP (Mutoh y cols.,
2005). Siendo probablemente las glutation peroxidasas y las peroxidasas las
enzimas encargadas de la detoxificacion de los peréxidos organicos en C. glabrata
como se ha reportado en S. cerevisiae (Munhoz y Soares-Netto, 2004).

La catalasa de C. albicans es considerada un factor de virulencia ya que en
su ausencia, las células son menos virulentas. La Ctalp de C. glabrata no se
puede considerar un factor de virulencia, ya que la cepa ctalA no disminuyé la
colsonizacién en un modelo murino de ratdn, con respecto a la cepa silvestre.
Aungue no observamos una disminucion en la colsonizacion de érganos por la
cepa ctalA de C. glabrata en el modelo de ratéon, no debemos descartar la
posibilidad de que la Ctalp pudiera ser un factor de virulencia. Debido a que la
importancia relativa del gen de la catalasa en la virulencia por C. glabrata puede
depender del estado inmune del hospedero y del sitio de infeccion. La presencia
Gnicamente de la catalasa no necesariamente tiene que tener alguna relevancia
en la virulencia causada por este hongo. Como pasa con muchos factores de
virulencia podemos postular que el gen de la catalasa pudiera tener un papel en el
proceso de infeccion por C. glabrata, pero probablemente es insuficiente por si

misma para causar enfermedad.
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6.1.3 Regulacion de la respuesta transcripcional a estrés
oxidativo en Candida glabrata: similaridades y diferencias con

Saccharomyces cerevisiae y Candida albicans

En el presente trabajo hemos presentado evidencias que los factores
transcripcionales Yaplp, Skn7p, Msn2p y Msndp regulan diferencialmente la
expresion de los sistemas enzimaticos en respuesta a estrés oxidativo en C.
glabrata (Cuéllar-Cruz y cols., 2008; Capitulo 2). Esto se observa al exponer a C.
glabrata a varios oxidantes en dos fases de crecimiento celular diferentes: fase
logaritmica y fase estacionaria.

Durante la fase logaritmica en respuesta a H,O, C. glabrata expresa Yaplp,
Skn7p y Msndp. Yapl es considerado un factor critico en la respuesta a estrés
oxidativo en levaduras como S. cerevisiae, C. albicans y S. pombe, donde la
activacion de sus genes blanco se lleva a cabo por su traslocacién a ndcleo en
respuesta a un agente oxidante presente en el medio. Al igual que estas
levaduras C. glabrata requiere de Yaplp para activar a sus genes diana en
respuesta a H,O..

Otro factor transcripcional que activa los sistemas enzimaticos en respuesta
a H,O, en C. glabrata es Skn7p. En S. cerevisiae, la mayoria de los genes
implicados en respuesta a estrés oxidativo, se regulan tanto por Skn7 como por
Yapl. Esta regulacion es posible porque la localizacion nuclear constitutiva de
Skn7 no depende de un compuesto oxidante, sino de la cooperacion con Yapl
cuando este se trasloca a nucleo. Se sugiere que Skn7 en respuesta a un agente

oxidante es fosforilado por Yapl. Se ha propuesto que la asociacion de Yapl con
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Skn7 en el nucleo es un prerrequisito para que Skn7 se fosforile y active los genes
en respuesta a estrés oxidativo (He y cols., 2009). Basados en esta observacion,
sugerimos que CgSkn7 coopera con CgYaplp para activar genes en respuesta a
estrés oxidativo en fase logaritmica. La evidencia que apoya esta hipétesis, como
se menciono en el péarrafo anterior, es que C. glabrata en respuesta a H,0,
durante fase logaritmica, requiere de Yaplp, Skn7p y Msn4p. Otro dato que
sugiere que CgSkn7p requiere de CgYaplp para su activacion, es el hecho que en
respuesta a hidroperoxido de cumeno, Yaplp se comporta como activador,
mientras que Skn7p presenta una resistencia moderada a este oxidante,
sugiriendo que Skn7p es un activador de un grupo menor de genes que Yaplp.
Otros factores transcripcionales que tienen un papel importante en la
regulacion transcripcional de C. glabrata en respuesta a estrés oxidativo son
Msn2p y Msn4p. En S. cerevisiae, estos factores transcripcionales en respuesta a
varios tipos de estrés, activan genes que poseen el elemento STRE (CCCCT) y
generalmente siempre actian como heterodimero (Mager y de Kruijff, 1995;
Martinez-Pastor y cols., 1996). Esto no se observa en C. glabrata en donde
CgMsn4p se requiere para responder a estrés oxidativo, mientras CgMsn2p no.
Interesantemente, también encontramos que en presencia de hidroperéxido de
cumeno, las mutantes en msn2A y msn4A presentaron el mismo fenotipo que la
cepa silvestre, esto indica que CgMsn2p y CgMsn4p no estan implicados en la
respuesta a CHP. Estos datos concuerdan con lo observado en C. albicans en
donde la respuesta de CaMsn2/CaMsn4 difiere de S. cerevisiae. Debido a que en
C. albicans estos factores transcripcionales actian de manera independiente y no

contribuyen significativamente a la respuesta a estrés (Nicholls y cols., 2004).
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Nuestros datos sugieren que C. glabrata al ser un patégeno como C. albicans
posee funciones de Msn2p/Msn4p similares en respuesta a estrés oxidativo, que
han divergido de S. cerevisiae. Los datos encontrados en C. glabrata son
consistentes con la idea que la respuesta al estrés oxidativo en esta levadura ha

divergido significativamente de S. cerevisiae.

Interesantemente, durante fase estacionaria, la respuesta de C. glabrata a
H.O,, depende de los factores transcripcionales Skn7p, Msn2p y Msn4p y no de
Yaplp. En principio, esperabamos que CgYaplp fuera indispensable en esta
fase, debido a que en trabajos previos se ha demostrado que durante esta fase de
crecimiento celular, al existir una limitacién de glucosa en el medio, S. cerevisiae
experimenta un incremento en su resistencia a estrés oxidativo, la cual es
regulada por Yapl. Yapl contribuye a la tolerancia a estrés oxidativo en fase
estacionaria (Grant y cols., 1996; Stephen y cols., 1995) debido a que se localiza
en el ndcleo en respuesta a una limitacion de carbono (Wiatrowski y Carlson,
2003). A diferencia de S. cerevisiae y C. albicans, C. glabrata no requiere de
Yaplp en fase estacionaria. Esto indica que CgYaplp posee un mecanismo
distinto a S. cerevisiae y C. albicans en respuesta a estrés oxidativo durante esta
fase de crecimiento celular.

CgSkn7p regula transcripcionalmente la respuesta de C. glabrata a estrés
oxidativo durante fase estacionaria. Como se discutio en el parrafo anterior, en S.
cerevisiae, la mayoria de los genes implicados en respuesta a estrés oxidativo, se
regulan tanto por Skn7 como por Yapl. Basados en nuestros resultados,

proponemos que Skn7p de C. glabrata en fase estacionaria no requiere de Yaplp
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para fosforilarse y activar a los genes en respuesta a estrés oxidativo como ocurre
en S. cerevisiae, puesto que CgYaplp es dispensable durante esta fase. Ademas
existen reportes en donde demuestran que existen genes que se inducen
Gnicamente por Yaplp 6 Skn7p, en respuesta a estrés oxidativo (Lee y cols.,
1999), siendo probablemente el caso de los genes que se activan por CgSkn7p en
respuesta a H,O,. Con estas evidencias podemos concluir que los genes que le
confieren resistencia a C. glabrata al H,O, durante esta fase, no se encuentran
regulados por Yaplp, motivo por el cual Yaplp es dispensable en fase
estacionaria. Otro dato que apoya esta conclusion es el hecho que las mutantes
en yaplA, skn7A en presencia de CHP presentan el mismo fenotipo que la cepa
silvestre, indicando que CgYaplp y CgSkn7p no participan en la detoxificacion de
CHP en fase estacionaria.

Un dato adicional que encontramos fue que mutantes en yaplA, skn7A,
msn2A y msn4A al ser tratadas con menadiona, presentan el mismo fenotipo que
la cepa silvestre. La resistencia de C. glabrata a menadiona no depende de
ninguno de los cuatro factores transcripcionales estudiados en el presente trabajo.
Este resultado nos hizo pensar que probablemente C. glabrata utiliza otros
factores transcripcionales en respuesta a estrés oxidativo, distintos a los
estudiados en el presente trabajo. Estos factores transcripcionales pueden ser,
Hsfl, Acel y Maclp. Hsfl ademas de su funcion de respuesta a choque térmico,
también se ha demostrado que es fosforilado en respuesta a menadiona (Liu y
Thiele, 1996). Asi, Hsfl tiene un papel importante en la defensa de la célula contra

estrés oxidativo. También se ha establecido que Skn7 y Hsfl tienen funciones
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sobrelapadas. Esto sugiere que C. glabrata en respuesta a menadiona requiere de
Hsfl para activar a los mecanismos enzimaticos que la protegen de este oxidante.
Mientras la respuesta adaptativa a H,O, en C. glabrata depende en mayor
grado de yaplA skn7A y levemente de msn2A msn4A. Yap1 es particularmente
importante en la respuesta de adaptacion a estrés oxidativo (Stephen y cols.,
1995; Kuge y Jones, 1994; Schnell y cols., 1992). Cuando las células se exponen
a una concentracion baja de un oxidante, las células se adaptan vy
subsecuentemente son capaces de tolerar altos niveles del mismo u otro oxidante.
Cuando las células son tratadas con varios oxidantes, Yapl se acumula en el
nacleo (Coleman y cols., 1999; Yan y cols., 1998; Kuge y cols., 1997) e induce la
transcripcion de genes que son esenciales para defenderse del estrés oxidativo.
En el presente trabajo, mostramos datos que sugieren que la respuesta a
estrés oxidativo de C. glabrata ha divergido con respecto a C. albicans y S.
cerevisiae. Esta divergencia se debe probablemente al nicho especifico en el cual
se desarrollan, ya que cada levadura se enfrenta a distintas condiciones del medio
ambiente que hace que desarrollen distintos mecanismos de defensa que le

permiten sobrevivir a diferentes situaciones de estrés.

6.2 Adhesion de Candida glabrata a células epiteliales

6.2.1 Sir3p no regula las adhesinas de Candida glabrata que

median adherencia a las células epiteliales HeLa

La adherencia de C. glabrata a las células del hospedero es mediada por

los genes de la familia EPA. C. glabrata expresa in vitro Epalp, la cual media
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adherencia a células epiteliales (Cormack, 1999; Castano, 2005). EPAL no se
expresa en fase estacionaria, células de C. glabrata en esta fase de crecimiento
no son adherentes a células epiteliales. Los genes EPA sélo se expresan cuando
existe una delecién de alguno de los genes que desreprimen la cromatina (SIR2,
SIR3, SIR4, RIF1, RAP1, HST1 6 HST2). Interesantemente, nuestros datos
muestran que una cepa Sir3A no es adherente a células epiteliales HelLa. Este
resultado sugiere que las adhesinas que median la adherencia a las células HelLa
no se encuentran bajo la regulacion de SIR3 y que probablemente las adhesinas
que participan en la adherencia de C. glabrata a células HelLa son diferentes de
EPA2-7. De Las Pefas y cols., demostr6 que EPA2-5 son silenciadas de manera
dependiente de SIR3. Castano y Cormack mostraron que EPA6-7 se expresan en
la cepa sir3A. Este resultado apoya la hipétesis que Sir3p normalmente reprime
algunos de los genes EPA (De Las Pefas y cols., 2003) pero, también puede
activar genes diferentes de EPA2-7.

Observamos que algunos de los aislados clinicos de C. glabrata
provenientes de distintos origenes clinicos, fueron hiper-adherentes en fase
estacionaria. Este dato revela que Epalp no es la principal adhesina que media
adherencia a las células epiteliales HelLa, lo que sugiere que alguna otra adhesina
media adherencia a células HelLa. C. albicans posee un niumero de adhesinas que
contribuyen a la adherencia (Hostetter y cols., 1994). Se ha demostrado que dos
miembros de la familia de las proteinas Als de C. albicans (Alslp y Als5p) median
adherencia a células epiteliales, sin embargo las funciones de otros miembros de
esta familia aun no se conocen (Sheppard y cols., 2004). Una funcion similar a las

adhesinas Als de C. albicans, probablemente ocurre con las adhesinas Epa de C.
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glabrata. Esto explicaria en parte porque las adhesinas se expresan
diferencialmente. Tomando en cuenta este resultado, nos preguntamos si los
aislados clinicos hiper-adherentes a células HelLa tenian los genes EPA1, EPA6 y
EPAY los cuales codifican para adhesinas que estan implicadas en adherencia a
células epiteliales in vitro y en la formacion de bio-peliculas. Encontramos que
todos los aislados clinicos poseen estos genes EPA. Interesantemente, algunos
aislados clinicos que no son adherentes a células HelLa no tienen EPA7, mientras
todos los aislados poseen EPAG6 (datos no mostrados). Esta especificidad de cada
adhesina por sus glicanos, les confiere una alta especificidad para poder adherirse

a las células de su hospedero (Zupancic y cols., 2008).

6.2.2 Los aislados clinicos de C. glabrata hiper-adherentes a

células epiteliales expresan adhesinas diferencialmente

Por medio de ensayos de expresion (RT-PCR), los aislados clinicos de C.
glabrata hiper-adherentes a células HelLa, mostraron marcadas diferencias en el
patrén de expresion de los genes EPA. Estas diferencias en el patron de expresion
puede deberse a la variabilidad genética de la familia de los genes EPA, lo que le
proporciona a C. glabrata un intervalo amplio para poder adherirse
especificamente a su hospedero. El poseer C. glabrata una familia grande de
adhesinas, probablemente le ayuda a responder diferencialmente a sefales del
medio ambiente y poder colonizar e invadir diferentes nichos tisulares y
fisiol6égicos durante la infeccion. Basados en esta inferencia, nos preguntamos,

¢existe correlacion entre las adhesinas que expresan los aislados clinicos hiper-

108



Estrés oxidativo y adherencia de Candida glabrata

adherentes y el origen tisular del cual se aislaron los aislados clinicos?, al realizar
la correlacion, encontramos que no hay correlacion entre el origen del aislado
clinico y la adhesina que expresa. Esto también ocurre en C. albicans en donde se
ha observado que no existe correlacion entre el origen del aislado clinico y su
capacidad de adherirse a las células de su hospedero. Con estos resultados,
podemos concluir que la adhesion e invasion de C. glabrata a las células de su
hospedero es compleja, y también debemos considerar el tratamiento y el tipo del

paciente del cual se toman los aislados clinicos de C. glabrata.
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Candida glabrata posee vias de sefalizacion especificas para las

distintas especies reactivas de oxigeno

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de Candida

glabrata con hidroperéxido de cumeno (CHP)

El utilizar un compuesto quimico como el Hidroperéxido de cumeno (CHP)
que genera especies reactivas de oxigeno en los fosfolipidos de membrana es
muy interesante; ya que los hongos patégenos como C. glabrata al ser sometidos
a este tipo de estrés, se enfrentan a una serie de dafios que deben reparar 6
detener de manera eficiente, de lo contrario, su membrana perdera funcionalidad y
pueden llegar a muerte celular.

Al realizar este ensayo con la cepa silvestre de C. glabrata para determinar
la concentracion maxima no letal y la concentracion minima letal encontramos que
C. glabrata es capaz de resistir altas concentraciones de CHP, comparada con
otros hongos patégenos y levaduras como S. cerevisiae que generalmente a
concentraciones iguales o incluso inferiores de CHP son letales (Fig. 8). Las
concentraciones que determinamos como méaxima no letal y minima letal fueron:

0.4y 1.2 mM CHP respectivamente.
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CgYaplp es crucial para la resistencia a estrés oxidativo

generada por CHP en fase logaritmica

Las cepas mutantes yaplA, skn7A, msn2A y msn4A de C. glabrata en fase
logaritmica, fueron tratadas con las concentraciones maxima no letal y minima
letal (0.4 y 1.2 mM) de CHP. La mutante yaplA es sensible a la concentraciéon
méaxima no letal (Fig. 9a); asi, la respuesta a estrés oxidativo generada por CHP
en C. glabrata es dependiente de Yaplp, quien esta actuando como un activador
de genes de la respuesta a estrés oxidativo (REO). Mientras skn7A presentd un
fenotipo igual al de la cepa silvestre, por lo que Skn7p no esta implicado en la
respuesta a los genes REO (Fig. 9a). Al analizar la doble mutante yaplA4 skn7A
encontramos que el fenotipo de skn7A es epistatico sobre el fenotipo de yapl4
(Fig. 9a), esto nos sugiere que probablemente Skn7p actua como un represor de

genes de la REO ¢ bien como un represor de un activador de genes en REO.

Yaplp, Skn7p, Msn2p y Msnd4p de Candida glabrata son
necesarios para la resistencia a estrés oxidativo generado por

CHP durante fase estacionaria

En fase estacionaria la respuesta a estrés generada por CHP depende de
Yaplp, Skn7p, Msn2p y Msn4p. Interesantemente encontramos que Yaplp y
Skn7p actuan como represores de los genes de REO, como se observa en la

figura 9b. Mientras Msn2p y Msn4p son activadores de genes en REO necesarios
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para detoxificar a C. glabrata de los radicales lipidicos generados por CHP. A
diferencia de fase logaritmica en donde la detoxificacion Unicamente depende de
Yaplp y de Skn7p; en fase estacionaria la resistencia a CHP depende de estos
cuatro factores transcripcionales, esto se debe probablemente a que durante fase
estacionaria los factores transcripcionales que activan genes de respuesta a

estrés se encuentran activos.

La adaptacion de Candida glabrata a menadiona induce vias de

sefalizacion distintas

Al tratar a C. glabrata con menadiona se determin6é que la concentracion
maxima no letal y minima letal fueron de 0.1 mM y 0.8 mM (Fig. 10). La cepa
silvestre de C. glabrata no fue capaz de adaptarse a menadiona. Sin embargo,
encontramos que la mutante yaplA es resistente a menadiona (Fig. 11). Skn7p
actua como un represor de los genes en REO. En la doble mutante yapl4 skn74
encontramos que el fenotipo de skn74 es epistatico sobre yaplAa (Fig. 11), estos
resultados indican que ademas de que Skn7p actua como represor puede actuar
como inductor. Esta dualidad de Skn7p nos sugiere que C. glabrata no tiene
Gnicamente una ruta de detoxificacion de superoxido sino que tiene dos 0 mas
rutas implicadas en la detoxificacion de este radical.

Interesantemente, Msn2p y Msn4p, no estan implicados en los mecanismos

de detoxificacion de C. glabrata inducidos por menadiona. Lo contrario de lo que
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ocurre con la CgCtalp, la cual esta involucrada en la detoxificacion del H,O,

generado a partir del ion superéxido de la menadiona.

CgMsn2p y CgMsn4p son necesarios durante fase estacionaria en

la respuesta a estrés oxidativo ocasionado por menadiona

En fase estacionaria la resistencia de C. glabrata a menadiona esta dada
por Msn2p y Msn4p y no por Skn7p, Yaplp 6 la Ctalp (Fig. 11). Estos datos son
interesantes porque como ya se discutid en el capitulo 2 encontramos que C.
glabrata al ser sometida a estrés por H,O,, la Ctalp es necesaria para la
detoxificacion en fase logaritmica y estacionaria. Esto no sucede con el H,O, que
se forma de manera endégena, lo que sugiere que C. glabrata posee mecanismos

enzimaticos que detoxifican diferencialmente al H,O, enddgeno y exogeno.

Aislados clinicos de Candida glabrata responden diferente a H,O,

De nuestra coleccion de aislados clinicos de C. glabrata, analizamos la
respuesta a H,O,. Sorprendentemente encontramos que existen tres grupos de
aislados clinicos de C. glabrata: a) mas resistentes que la cepa silvestre (31.26%),
b) mas sensibles que la cepa silvestre (14.58%) y c) presenta la misma resistencia
gue la cepa silvestre (54.16%) (Fig. 12). Estos resultados sugieren que los
aislados clinicos de C. glabrata al provenir de distintos sitios tisulares, poseen la

capacidad de neutralizar distintas especies reactivas de oxigeno, lo que depende
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del tipo de células fagociticas a las cuales se enfrento in vivo en el hospedero

humano.

Capacidad de formacion de biopeliculas de aislados clinicos de

Candida glabrata

Se estima que un 65% de las infecciones humanas estan relacionadas con
la formacion de biopeliculas (Potera, 1999). Los microorganismos capaces de
formar biopeliculas sobre dispositivos médicos son muy variados vy, entre las
levaduras patdgenas para el hombre, las especies del género Candida, sobre todo
C. albicans y C. glabrata, son las que méas frecuentemente forman biopeliculas
(Peman y cols., 2008). Para analizar si los 64 aislados clinicos de C. glabrata de
nuestra coleccion eran capaces de formar biopeliculas, realizamos ensayos de
formacion de biopeliculas en cajas de poliestireno por medio del ensayo de
reduccion del XTT. Encontramos que existen aislados clinicos de C. glabrata que
poseen gran capacidad para formar biopeliculas (Fig. 13), mientras otros no (Fig.
14). Esto nos indica que probablemente los aislados clinicos capaces de formar

biopeliculas, provienen de pacientes que tenian algun tipo de catéter.
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Figura 8

Fig. 8 Cepa silvestre de Candida glabrata tratada con diferentes concentraciones de

Hidroperéxido de Cumeno (CHP).

El tratamiento con diferentes concentraciones de CHP se realizo cuando el cultivo alcanzo una
concentracién de 1 X 10" células/mL. Las células fueron incubadas durante 3 h con el CHP y
posteriormente lavadas con agua estéril. Se realizaron diluciones seriales, de las cuales, se
tomaron 5 ul de cada una y se platearon en cajas de YPD. Las cajas fueron incubadas a 30°C
durante 48 h.

De esta manera se determino la concentracibn méaxima no letal de 0.4 mM y la concentracion

minima letal de 1.2 mM para el estudio posterior con las cepas mutantes.
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Figura 9
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Fig. 9 Yaplp, Skn7p, Msn2p y Msn4 activan genes en respuesta a estrés oxidativo en
diferentes fases de crecimiento.

Fig. 9a) Yaplp es crucial para la resistencia a estrés oxidativo generada por CHP en fase
logaritmica.

Las mutantes de los factores transcripcionales implicados en la resistencia a estrés oxidativo de
Candida glabrata fueron tratadas con 0.4 y 1.2 mM de CHP; los cultivos se incubaron durante 3 h
con el CHP. Una parte de estos cultivos fueron tratados con 0.4 mM durante 1 h y después se les
adiciono 1.2 mM de menadiona durante 2 h. Posteriormente se lavaron con agua estéril. Se
realizaron diluciones seriales, de las cuales, se tomaron 5 pul de cada una y fueron plateadas en

cajas de YPD. Las cajas fueron incubadas a 30°C durante 48 h.

Fig. 9b) Yaplp, Skn7p, Msn2p y Msn4p son necesarios para la resistencia a estrés oxidativo
en fase estacionaria.

Las mutantes yap1A, skn7A, msn2A y msn4A en fase estacionaria fueron tratadas con 1.2 mM de
CHP e incubadas durante 3 h a 30°C. Se lavaron con agua estéril y se realizaron diluciones
seriales, de las cuales se tomaron 5 ul de cada una y fueron plateadas en cajas de YPD. Las cajas

fueron incubadas a 30°C durante 48 h.
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Figura 10
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Fig. 10 Cepa silvestre de Candida glabrata tratada con diferentes concentraciones de
Menadiona.

El tratamiento con diferentes concentraciones de menadiona se realizo cuando el cultivo alcanzo
una concentracion de 1 X 10° células/mL. Las células fueron incubadas durante 3 h con
menadiona y posteriormente lavadas con agua estéril. Se realizaron diluciones seriales, de las
cuales, se tomaron 5 ul de cada una y fueron plateadas en caja de YPD. Las cajas fueron
incubadas a 30°C durante 48 h

Asi, se determino la concentracién méxima no letal de 0.1 mM y la concentracion minima letal de

0.8 mM para el estudio posterior con las cepas mutantes.

140



Estrés oxidativo y adherencia de Candida glabrata

Figura 11

Menadiona
[ ] yaplA skn7

0mMm Q0 O2 4
0.1mM ] 000a

0.8mM
0.1+0.8mM gt &2 2
ON +0.8 mM 09 @

msn2A msn4A
0mM
0.1 mM
0.8 mM

0.1+0.8mM

ON + 0.8 mM

0mM

0.1 mM

0.8 mM
0.1+0.8mM
ON + 0.8 mM

Fig. 11 Skn7p tiene una actividad dual en respuesta al estrés oxidativo generada por
menadiona.
Las cepas yaplA, skn7A, msn2A y msn4A fueron tratadas con 0.1 y 0.8 mM de menadiona durante
3h. Una parte de estos cultivos fueron tratados con 0.1 mM durante 1 h y posteriormente se les
adiciono 0.8 mM de menadiona durante 2 h. Posteriormente se lavaron con agua estéril. Se
realizaron diluciones seriales, de las cuales, se tomaron 5 pul de cada una y fueron plateadas en

cajas de YPD. Las cajas fueron incubadas a 30°C durante 48 h.
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Figura 12
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Fig. 12 Aislados clinicos responden diferente a H,O, durante fase estacionaria.

Fenotipos de algunos aislados clinicos en respuesta a H,0O, durante fase estacionaria. Los aislados

clinicos en fase estacionaria se ajustaron a ODgy,m 0.5 (como se indicé en el capitulo dos para

tratamiento en fase estacionaria) y fueron tratados con distintas concentraciones de H,O,,

posteriormente se incubaron durante 3 h a 30°C. Se lavaron con agua estéril y se realizaron

diluciones seriales, de las cuales se tomaron 5 ul de cada una y fueron plateadas en cajas de YPD.

Las cajas fueron incubadas a 30°C durante 48 h.
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Figura 13
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Fig. 13 Aislados clinicos de Candida glabrata con gran capacidad para formar biopeliculas.

Los aislados clinicos de Candida glabrata se llevaron a fase estacionaria en 5 mL de medio CAA,
suplementado con glucosa al 2% y uracilo [50 mg/l]. Posteriormente se ajust6 OD a 1.0 con el
medio en el que crecieron cada cepa (medio centrifugado). Se tomaron 100 pul (por triplicado) de
las suspensiones celulares y se distribuyen en cajas de 96 pozos. Se dejaron a 30 °C durante 24 h,
para permitir la formacién del biofilm. Las células no adherentes se remueven lavando cada pozo
dos veces con agua estéril y una vez con bhuffer PBS, retirar el exceso de PBS con una
micropipeta. (Medir la OD a 600 nm antes y después del lavado del biofilm). Las células
fuertemente adheridas se cuantifican por medio del ensayo de reduccién del XTT. De la solucién
de XTT-menadiona se toman 100 pl y se adicionan a cada pozo, seguido por incubacién en el
lector de placas a 37°C durante 2 h (cada 15 minutos se toma una lectura). ElI cambio

colsorimétrico fue medido a 492 nm.
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Figura 14
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Fig. 14 Aislados clinicos de Candida glabrata sin capacidad para formar biopeliculas.

Los aislados clinicos de Candida glabrata se llevaron a fase estacionaria en 5 mL de medio CAA,
suplementado con glucosa al 2% y uracilo [50 mg/l]. Posteriormente se ajust6 OD a 1.0 con el
medio en el que crecieron cada cepa (medio centrifugado). Se tomaron 100 ul (por triplicado) de
las suspensiones celulares y se distribuyen en cajas de 96 pozos. Se dejaron a 30 °C durante 24 h,
para permitir la formacion del biofilm. Las células no adherentes se remueven lavando cada pozo
dos veces con agua estéril y una vez con buffer PBS, retirar el exceso de PBS con una
micropipeta. (Medir la OD a 600 nm antes y después del lavado del biofilm). Las células
fuertemente adheridas se cuantifican por medio del ensayo de reduccion del XTT. De la soluciéon
de XTT-menadiona se toman 100 pl y se adicionan a cada pozo, seguido por incubacion en el
lector de placas a 37°C durante 2 h (cada 15 minutos se toma una lectura). ElI cambio

colsorimétrico fue medido a 492 nm.
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