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RESUMEN

“Importancia de los genes RAD51 y RAD52 en el potencial patogénico de
Candida tropicalis”

Candida tropicalis comparte muchas caracteristicas con C. albicans. El éxito de este
género para causar candidosis se basa en gran medida en su capacidad para
adaptarse a distintos nichos en el hospedero. La adaptacién ocurre en parte, a través
de cambios genéticos, incluyendo mutaciones puntuales y extensos reordenamientos
del genoma que dan lugar a nuevas combinaciones de alelos, pérdida de
heterocigosidad (LOH) y aneuploidias. Los procesos que conducen a LOH ocurren por
recombinacion homodloga (HR) que utiliza secuencias homélogas para reparar el dafio
al ADN. La reparacion por HR esta libre de errores, requiere de un subconjunto de
genes del grupo epistasico RAD52, importante para el mantenimiento de la estabilidad
del genoma. Este trabajo tuvo por objetivo determinar la capacidad patogénica en
modelo de infeccién murino de la cepa CAF2-1 de C. albicans y la cepa MYA3404 de
C. tropicalis, asi como los mutantes Ctrad51-AA y Ctrad52-AA que son defectivos en
mecanismos de HR. Se determind el porcentaje de supervivencia de ratones BALB/c
inoculados via intravenosa (1.V.) con diferentes suspensiones de células, asi como la
colonizaciéon y el dafio provocado al rifidon a diferentes tiempos post-infeccién. Se
encontré que la cepa CAF2-1 presentd una virulencia similar a la cepa MYA3404, sin
embargo, el desarrollo de la infeccién y la asociacion a rifion por C. albicans fue mayor
que por C. tropicalis. La delecion del gen CtRAD51 no afect6 la capacidad de
colonizacién en rifién pero si disminuyé la virulencia de la cepa, mientras que la
delecion del gen CtRAD52 afect6é de manera considerable ambas capacidades,
ademas que el mutante presentd un considerable mayor tiempo de generacion.
Nuestros resultados sugieren que en el modelo experimental murino los mecanismos
de adaptacion de los mutantes Ctrad51-AA y Ctrad52-AA, podrian verse

comprometidos por los defectos en los procesos de HR como DSBR, SDSA 6 BIR.
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|. INTRODUCCION

I.1. Micosis oportunistas

Desde principios de la década de los 80s, los hongos se han convertido en una de las
principales causas de enfermedades en humanos, especialmente, en pacientes
inmunosuprimidos y hospitalizados. La mayoria de estas micosis oportunistas, se
asocian con las especies del género Candida spp, Aspergillus spp y Criptococcus spp.
Las micosis oportunistas se relacionan con infecciones superficiales afectando piel,
uflas y membranas mucosas, o sistémicas, si el agente se disemina a través del flujo
sanguineo y afecta a los 6rganos internos, lo que se traduce en alta morbilidad y
mortalidad. Numerosos factores han contribuido al aumento en la incidencia de estas
infecciones causadas por hongos, incluyendo el uso generalizado de diversas practicas
médicas como terapias inmunosupresoras, procedimientos quirdrgicos invasivos y el
uso de antibidticos de amplio espectro (Devrim et al. 2015; Pfaller & Diekema 2007;
Silva et al. 2012).

[.1.1. Candidosis/candidemias

La candidosis es una micosis oportunista causada por las especies del género Candida
que constituyen la cuarta causa de infecciones en sangre (CBSI) en Estados Unidos de
América y la sexta en Europa. Es responsable de infecciones en las mucosas (tales
como la candidosis oral y vaginitis), asi como de infecciones sistémicas potencialmente
mortales en humanos (candidosis diseminada), rara vez esta presente en individuos
sanos, pero se asocia por lo general a pacientes hospitalizados (posquirdrgicos,
neutropénicos, neonatos prematuros e inmunodeprimidos en general). La candidemia
se define como el aislamiento en hemocultivo de especies de Candida; desde el punto
de vista clinico se manifiesta como sepsis 0 shock septicémico de origen nosocomial.
La incidencia de candidemia en pacientes hospitalizados es un problema creciente en
hospitales de atencion terciaria en todo el mundo, con una tasa de mortalidad de
alrededor del 50%, debido a un tratamiento fallido y a la dificil identificacién de las
especies (Bennett 2009; Corzo-Leon et al. 2014; Devrim et al. 2015; Silva et al. 2012;

Yamamura et al. 1999).



De las aproximadamente 150 especies del género Candida el 95% de las
infecciones son causadas por 4 especies C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis y C.
glabrata. Otras especies clinicas relevantes incluyen a C. krusei, C. guillermondii, C.
dubliniensis y C. famata que han sido aisladas de casos clinicos con menor frecuencia
(Lackey et al. 2013; MacCallum 2012; Priest & Lorenz 2015).

[.1.2. Modelos de infeccion experimentales

Por muchos afos, los modelos de infeccidon experimentales en ratones han permitido
estudiar el desarrollo de la enfermedad desde el momento en que las células fungicas
se introducen en el huésped. En el modelo de infeccion por via I.V., a los pocos
minutos de entrar a torrente sanguineo, estos hongos son detectables en todos los
organos, principalmente en rifién y en cerebro, lo que refleja la situacion en el huésped
humano. La invasion por el hongo en cerebro se produce en los animales que reciben
dosis altas de inéculo. En el bazo, los pulmones y el higado, los hongos viables
desaparecen gradualmente, incluso mientras progresa la infeccion en los rifiones. El
extenso dafio provocado en rifibn se muestra en signos severos, y es considerado la
mayor patologia de la enfermedad. La proliferacibn no controlada en este 6rgano
puede ser atribuido a que la principal funcion (es decir, filtracion de la sangre) puede
concentrar las células del hongo en el tejido renal en densidades que no se encuentran
en otros 6rganos, ademas, el hongo encuentra un refugio relativamente seguro para su
crecimiento en los tdbulos y el sistema colector, produciendo micro-abscesos y
necrosis que junto con las masas fangicas obstruyen el sistema renal (Figura 1) (Fisher
et al. 2011; Jae-Chen et al. 2015; MacCallum 2009; MacCallum et al. 2009;
Tomashefski, Jr. & Abramowsky 1981).

FIGURA 1. Dafio provocado a rifién por C. albicans. A) Fotografia del rifion de conejo 4 dias
después de ser inoculado via I.V. con C. albicans. B) Fotografia post-morten del rifiébn de un

paciente con candidosis diseminada (Fisher et al. 2011).



Sin embargo, el impacto de la infeccion sobre la respuesta inmune del huésped
es aun desconocido, la teoria dominante es que la principal causa de mortalidad en los
animales, es la sepsis provocada y no el dafio al sistema renal (Guinea 2014; Jae-
Chen et al. 2015; Lackey et al. 2013; MacCallum 2009; Spellberg et al. 2003).

1.2. Descripciéon del género Candida

El género Candida se incluye dentro del Phylum Ascomicota, Subphylum
Saccharomycotina el cual tiene dos grades ramas. La rama Candida que agrupa a
todas las especies de Candida, incluyendo especies haploides y diploides, excepto a
C. glabrata, y que se caracteriza por la traduccion del codén CUG a serina en lugar de
leucina, y la rama de Saccharomyces, una de cuyas subdivisiones sufrié una
duplicacién total del genoma, y que incluye C. glabrata (Figura 2) (Bennett 2009; Butler
et al. 2009; Mancera et al. 2015; Silva et al. 2012).

Pathogen Ploidy Sexual

I: Gandida albicans Dip +
Candida tropicalis Dip
I: Candida parapsilosis Dip
Lodderomycas elongisporus Dip -
Candida guiliarmondi . Hap -
Candida lusitaniao - Hap -
Debaryomyces hansenii Hap +—+
Saccharomyces comavisiae Hap +—+

0.2 substitutions/site

FIGURA 2. Filogenia de las especies del clado de Candida 'y Saccharomyces (Bennett 2009).

Aproximadamente el 65% de estas especies son incapaces de crecer a una
temperatura de 37 °C. Macroscopicamente las colonias en el medio agar dextrosa
sabouraud (SDA), van de un color crema a amarillo, dependiendo de la especie, la
textura de la colonia puede ser lisa y brillante o rugosa y seca. Bajo condiciones
estandar, las levaduras crecen en forma logaritmica como células gemantes
(blastoconidios), las cuales son esféricas u ovaladas y miden aproximadamente de 2 -
5 x 3 - 7 mm. Ciertas especies como C. albicans, C. dubliniensis y C. tropicalis pueden

producir hifas verdaderas, un tipo de crecimiento filamentoso, y solo 2 especies C.



albicans y C. dubliniensis forman tubo germinal (da Silva et al. 2016; Lackey et al.
2013; Silva et al. 2012).

C. albicans es la especie con mayor prevalencia, sin embargo, en las ultimas
décadas la incidencia de las especies denominadas por sus siglas en ingles Non-
albicans Candida (NAC) han incrementado significativamente, aunque de forma
variable, influenciada por la region geogréfica, la exposicidon previa a los antifingicos, y
el tipo de paciente. Las NACs son de especial interés, ya que algunas son mas
virulentas y presentan una alta mortalidad, la cual se asocia a un tratamiento fallido,
debido a la baja susceptibilidad a azoles, fluconazol (FLC) y anfotericina B (Banerjee et
al. 2015; Bassetti et al. 2006; da Silva et al. 2013; Seneviratne et al. 2016).

El diagnostico en el laboratorio, debe basarse en la identificacion a nivel de
especie. Algunos de los métodos no moleculares utilizados son la prueba de tubo
germinal, los medios de cultivo cromogénico (CHROMagar Candida, chromID Candida
o CandiSelect), los métodos manuales y automatizados de asimilacion de los hidratos
de carbono y de nitr6geno (auxanograma), asi como técnicas moleculares como el
PCR, PFGE, MLST, RFLP y RAPD (Fig. 3) (Oliveira et al. 2014; Silva et al. 2012;
Souza et al. 2015).

C. tropicalis

C. albicans C. glabrata

C. dubliniensis C. krusei

FIGURA 3. Diferenciacion colonial de las especies de Candida. En medio CHROMagar

Candida suplementado con agar de Pal a las 48 h a 37 °C (Sahand et al. 2005).

[.2.1. Candidatropicalis y Candida albicans

C. tropicalis, es una especie relacionada con C. albicans (aproximadamente 55
millones de afios desde su Ultimo ancestro comun) comparten muchas caracteristicas y

genéticamente tiene una gran similitud. Ambas especies exhiben un alto grado de



heterozigosidad natural, responsable de la alta capacidad de adaptacion y virulencia
(Andaluz et al. 2011, Butler et al. 2009; Mancera et al. 2015).

C. albicans posee algunas caracteristicas biologicas interesantes. Aunque la
reproduccion es predominantemente clonal, la especie también puede utilizar un ciclo
parasexual formar tetraploides y revertir a la diploidia. Su genoma se compone de ocho
pares de cromosoma homélogos, que varian en tamafio desde 0,95 a 3,3 Mb y
comprenden un total de 16 Mb. La especie es predominantemente diploide. Sin
embargo, exhibe un alto grado de plasticidad gendémica y frecuentes pérdidas de
heterocigosidad (LOH), asi como reordenamientos cromosémicos que pueden resultar

en aneuploidias (Bennett 2009; McManus & Coleman 2014; Seervai et al. 2013).

C. tropicalis es también un organismo diploide obligado, capaz de llevar a cabo
un ciclo parasexual, formar tetraploides y reducir luego su ploidia. Su genoma esta
organizado en 5 0 6 cromosomas homélogos, de los cuales los de mayor tamafio son
dificiles de separar por la técnica de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y
tiene un tamafio de ~15 Mb. El genoma de C. tropicalis exhibe una alta frecuencia de
polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs) (uno por 576 pb para la cepa MYA3404),
gue es cercana a la de C. albicans SC5314 (uno por 330 -360) (Butler et al. 2009;
Forastiero et al. 2013; Mancera et al. 2015; Oliveira et al. 2014; Seervai et al. 2013;
Silva et al. 2012).

I.3. Mecanismos de adaptacion generados por la regulacion en la

expresion génica

Dimorfismo

La transicion dimorfica se refiere al cambio reversible de la levadura a una forma
filamentosa (pseudohifas e hifas) en respuesta a cambios ambientales. Esta controlada
por factores de transcripcion y sefiales de transduccion (Efgl, Cphl, Nrgl y Uma6)
(Fig. 4). El dimorfismo esta estrechamente vinculado a la patogénesis. Durante la
infeccion sistémica, las levaduras son importantes para una rapida diseminacion a los
organos, mientras que los filamentos se relacionan con la lisis de macrofagos vy
neutrofilos, formacién de biopelicula, y evasion de la respuesta inmune por la variacion

antigénica, asi como con la invasion de las células epiteliales y tejidos (Calera et al.



2000; McManus & Coleman 2014; Thompson et al. 2011; Trevijano-Contador et al.
2016).
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FIGURA 4. Dimorfismo de hongos patégenos de humanos. Imagenes de C. albicans
visualizadas por microscopia de contraste por interferencia diferencial (barra 10 um) (Thompson
etal. 2011).

Enzimas secretadas

La familia génica de secuencias tipo aglutininas se denomina ALS, debido a la
semejanza de los dominios de sus proteinas con una aglutinina en Saccharomyces
cerevisiae, actian en la adhesién a las superficies, una propiedad relacionada con la
patogénesis. C. albicans presenta una mayor adhesion de sus hifas, cuando expresa
adhesinas ALS1, ALS3, y HWP1. La destruccion de los tejidos del huésped durante la
infeccion diseminada y la evasion de los macréfagos, puede atribuirse a la liberacion
de enzimas hidroliticas en el medio como: aspartil proteasas secretadas (SAP),

fosfolipasas, lipasas y hemolisinas (Hoyer et al. 2001; Silva et al. 2012).

Papel de las proteinas del huésped en la adherencia

Un primer paso en la colonizacidn es la capacidad de adherirse a diferentes superficies
en el huésped. C. tropicalis y C. parapsilosis se caracterizan por una alta adhesion al
epitelio humano, mediada por proteinas inmunogénicas (similares a Arp2, Enol, Tdh3,
Tpil, Pgkl y Wh11) implicadas en la union a proteinas del huésped (plasminégeno,
quininégeno, integrinas y proteinas de matriz extracelular), asi como a superficies
artificiales (catéteres, protesis, y tubos de PVC) (Figura 5). La capacidad de tener
acceso a los tejidos, ya sea en humanos sanos o inmunosuprimidos es probable que
resulte de la alta adhesion a los tejidos o dispositivos médicos (Karkowska-Kuleta et al.
2015; Kozik et al. 2015; Silva-Dias et al. 2015).
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FIGURA 5. Representacién de los perfiles de adhesién de Candida spp. Las especies con
un alto porcentaje de adhesion a micro-esferas son C. guillermondii, C. tropicalis y C.

parapsilosis (Silva-Dias et al. 2015).

Formacion de biopelicula

Las biopeliculas son comunidades de células dentro de una matriz extracelular de
exopolisacaridos (Fig. 6). La composicion de la matriz varia en funcion de la naturaleza
de los organismos presentes (estreptococos, estafilococos y lactobacilos), constituye
un medio de proteccion al ambiente y le confiere resistencia a la célula ante los
agentes antifungicos. Aproximadamente el 65% de los casos clinicos en infecciones
estan asociados a la formacién de biopelicula. En C. tropicalis la hexosamina es el
principal componente de la matriz extracelular, y es referido como un polisacéarido
intracelular de adhesién (PIA) que media la interaccion célula-célula (Al-Fattani &
Douglas 2006; Banerjee et al. 2015; Jones, Jr. et al. 2014; Silva-Dias et al. 2015; van
der Mei et al. 2014).

FIGURA 6. Formacién de biopelicula en un catéter de PVC. A) y B) Micrografia electrénica
de barrido de la formacion de biopelicula por C. tropicalis, las flechas indican el material de la

matriz (barras 10 um y 2 um) (Al-Fattani & Douglas 2006).



Switching

El apareamiento o conjugacion va precedido de un cambio fenotipico conocido como
switching, en el que las células de forma reversible cambian del estado blanco al
estado opaco (Fig. 7). El aspecto mas notable del switching entre C. tropicalis y C.
albicans es que es regulado por Worl. En el caso de C. albicans, las células opacas
son mas eficientes en la colonizacion de la piel y son inestables a 37 °C, mientras que
el estado blanco presenta una mayor virulencia en modelos de infeccién sistémica. En
C. tropicalis las células opacas son estables a 37 °C, lo que permite el apareamiento
eficiente a la temperatura corporal del huésped, ambas células son competentes para
el apareamiento y contribuyen a la formacion de biopelicula (Jones, Jr. et al. 2014;
McManus & Coleman 2014; Porman et al. 2013; Silva-Dias et al. 2015).

FIGURA 7. Switching fenotipico en C. tropicalis. A) Colonia blanca brillante (W) con un
pequefio sector que ha cambiado a opaco (O), B) micrografia electrénica de barrido de una
célula blanca (redonda vy lisa) y C) una célula opaca (alargada y con granulos) (Porman et al.
2011).

I.3.1. Mecanismos de adaptacion generados por cambios géneticos

Al reproducirse predominantemente de forma clonal, las especias asexuales del género
Candida pueden adaptarse a las condiciones ambientales adversas por mecanismos
genéticos, como mutaciones, aneuploidias y LOH. Lo que permite la diversificacion
genética en momentos de estrés, dejando ver nuevas combinaciones de rasgos

recesivos (Chauhan et al. 2005).

La aneuploidia se refiere a la presencia de un numero anormal de cromosomas o
segmentos cromosémicos y es una parte integral del ciclo parasexual en C. albicans.

La aneuploidia de los cromosomas 2, 5 o 6 permiten el crecimiento en fuentes de



carbono especificas, tales como L-sorbosa o D-arabinosa (Rutschencko), y las
trisomias de los cromosomas 3 y 4 estan generalmente asociadas a la resistencia al
fluconazol (FLC) (aproximadamente 50%). Se han descrito eventos de LOH en
genomas de levaduras diploides. Por ejemplo, en C. albicans, la LOH in vitro ocurre
principalmente por pérdida y duplicacion de cromosomas, mientras que en los aislados
clinicos se produce a través de recombinacion mitética, acompafiados de cambios en
los cariotipos. En C. tropicalis la pérdida de heterocigosidad se asocia con una mayor
resistencia a los antifiingicos como la formilcitocina (5FC) y el FLC (Chen et al. 2011;
Ford et al. 2015; McManus & Coleman 2014).

1.3.2. Pérdida de heterocigosidad

Llamamos heterocigosidad al estado genético en que dos alelos son diferentes. El
proceso que media la conversién de un heterocigoto a un homocigoto se conoce como
pérdida de heterocigosidad (LOH). Contribuye en gran medida a la expansién de
secuencias y en consecuencia, a la variabilidad/diversidad de las especies (Andaluz et
al. 2011; Chen et al. 2011; McManus & Coleman 2014; Morales & Dujon 2012).

La LOH se puede generar por diferentes mecanismos de recombinacion mitética,
conversion génica entre cromosomas homoélogos, cruce de ADN ¢ por pérdida y
duplicaciéon de cromosomas. Alrededor del 95% de los eventos de LOH surgen por la

replicacion inducida por rotura de la doble cadena (Fig. 8) (Haber 2003).
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FIGURA 8. Reparacion de larotura de la doble cadena por recombinacion homéloga en

células en fase G2. La rotura de la cadena puede inducir eventos de LOH (Haber 2003).



|.4. Mecanismos de recombinacion mitética

Los procesos que conducen a la LOH estan bajo el control de la red de integridad del
ADN que incluye los sistemas de recombinacién mitética. La recombinacion mitética
consiste en el intercambio o transferencia de informacion entre moléculas de ADN y se
utiliza en la reparacion del dafio espontdneo o inducido al ADN (Andaluz et al. 2011;
Andersen & Sekelsky 2010; Frit et al. 2014, Lee et al. 2015; Pardo et al. 2009).

Las roturas de la doble cadena (Double-Strand Break, DSB) se producen
continuamente en la célula y son un potente iniciador de recombinacién en levaduras y
otros organismos. Si no son reparadas, ocasiona el desarollo de tumores, da lugar a
aberraciones cromosomicas (translocaciones y deleciones) y conduce a la inestabilidad
gendmica. Las células han desarrollado dos mecanismos para hacer frente a la DSB, la
recombinacion homéloga (Homologous Recombination, HR) y la recombinacion
ilegitima (Non-Homologous End Joining, NHEJ) (Fig. 9) (Andersen & Sekelsky 2010;
Chauhan et al. 2005; Feri et al. 2016; Flott et al. 2011; Morita et al. 1993; Pardo et al.
20009).

La NHEJ es un mecanismo versétil, utiliza enzimas especificas que se unen,
procesan, y median la re-ligacién directa de una amplia gama de DSB, incluyendo
aguellas que son complejas, con extremos incompatibles y con dafio en las bases;
ocurre entre secuencias con poca o0 ninguna homologia. Es dominante en la fase G1
del ciclo celular y es un mecanismo propenso a cometer errores (pequefias deleciones
o0 inserciones y trasnlocasiones). En esta via participan proteinas como: el
heterodimero Ku (YKU70/YKU80), el complejo Mre11/Rad50/Xrs2 en levaduras y DNA-
PK en mamiferos, la ligasa IV (Dnl4) y XRCC4 (Lifl) (Daley & Wilson 2005; Davis et al.
2014; Frit et al. 2014, Lisby & Rothstein 2009).

Se han descrito, al menos cuatro mecanismos basicos de recombinacion
homologa, utilizados para la reparacion de la rotura de la doble cadena (Double-Strand
Break Repair, DSBR), SDSA (Synthesis-Dependent Strand Annealing), SSA (Single-
Strand Annealing) y BIR (Break-Induced Replication). Todos estos procesos requieren
de las proteinas del grupo espistasico RAD52, por lo que se sugiere que este gen es
importante en todos los mecanismos de integracién homoéloga (Andaluz et al. 2007,
Ciudad et al. 2004; Pardo et al. 2009).

10



Al Recombinacidnhormologa

Bl Recombinacidnno homdloga

DBS DBS
Reseccidndel l Reseccidn
extremo l
Imvasion dela l
cadenc homdloga l Re-ligacidnde
los extremos
—
Sintesis de ADN } l L
Reparaciéno
. | ) arreglos
& \ cromosomales
Resolucion rd . (deleci®n, insercidn
— v translocacion)
Reparacidn

FIGURA 9. Esquema de las vias de reparacion de la rotura de la doble cadena de ADN. A)
Mecanismo de recombinacion homdloga. (B) Mecanismo de recombinacion no homdélogo
(Tsukamoto & Ikeda 1998).

1.4.1. Recombinacion homologa

La HR es un proceso conservado evolutivamente, utiliza secuencias homdlogas de
ADN (cromatidas hermanas, cromosomas homélogos, regiones ectbépicas) para reparar
el templado de una manera libre de errores. Es predominante en la fase S y G2 del
ciclo celular de levaduras y otras eucariotas con genomas pequefios. En los seres
humanos, la HR juega un papel importante en el mantenimiento de la estabilidad del
genoma Yy la supresion de tumores. Requiere un subconjunto de genes del grupo
epistasis RAD52 que incluye RAD51, RAD52, RAD54, RAD55 y RAD57, RAD59,
RDH54, MRE11l y XRS2, asi como DNA nucleasas (Exol,Sae2, Radl-Radl0),
helicasas (Sgsl, Srs2), topoisomerasas (Top3), polimerasas (Pol32) y ligasas (Al-
Fattani & Douglas 2006; Gaines et al. 2015; li et al. 2011; Lee et al. 2016; Lisby &
Rothstein 2009; Symington 2002; Symington et al. 2014; Wang et al. 2004).

La HR es caracterizada por tres pasos: 1) La reseccion del extremo terminal 5"del
ADN seguido de 2) la invasion y el intercambio de la cadena dentro del duplex
homdlogo, formando lo que se conoce como intermediario de Holliday (dHJ) y

finalmente 3) la resoluciébn de los intermediarios de recombinacion que origina
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productos con entrecruzamientos (crossover) o sin entrecruzamientos (non-crossover).
Se ha descrito que las levaduras con mutaciones en los genes RAD51, RAD52 y
RAD54 son defectuosas en procesos de recombinacion homologa y sensibles a la
radiacion ionizante. Ademas, la delecion de los genes RAD50, RAD52 o MRE11 puede
inhibir el desarrollo de la resistencia al FLC a traves de eventos de LOH (Garcia-Prieto
et al. 2010; Hoot et al. 2011; Ivanov & Haber 1997; Morita et al. 1993; Shen et al.
1996).
1.4.2. RAD51y RAD52

Rad51 y Rad52 son proteinas clave, implicadas en la reparacién de la DSB por HR y
se conservan entre humanos y en levaduras. Rad51 es una recombinasa eucariota
homologa de la proteina bacteriana RecA. Posee los motivos altamente conservadas
Walker A 'y Walker B con actividad de ATPasa; en el extremo N-terminal se encuentra
el motivo hélice-horquilla-hélice de uniéon al ADN (HhH-ADN) poco conservado, que
media las actividades de intercambio de cadena en busqueda de homologia dando
lugar a la formacion del filamento presinpticos. La pRad52 actia como un anillo
oligomérico que interactia con las proteinas RPA, Rad51 y la cadena sencilla de ADN
(ssADN). El extremo amino-terminal de la pRad52 comprende los dominios de union al
ADN que son altamente conservados, en comparacion con el extremo Carboxilo-
terminal poco conservado (Fig. 10). En S. cerevisiae, la interaccion de la pRad52 con el
dominio de pRad51 se encuentra ubicado entre los aminoacidos (aa) 409 y 412, y la
region gue se extiende del aa 310 en el extremo C-terminal es importante tanto para la
interaccion con Rad51, como para el reconocimiento de la ssADN (Bellini et al. 2014;
Jiang et al. 1996; Karpenshif & Bernstein 2012; Lee et al. 2015; Song & Sung 2000;
Symington 2002; Symington et al. 2014; Taylor et al. 2015).

Walker A
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S. cerevisiae [

Rad51
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Rad52

FIGURA 10. Diagrama esquematico de los genes RAD51 y RAD52 de S. cerevisiae.

Comparacion de los dominios funcionales de las proteinas Rad51 y Rad52 (Symington et al.
2014).
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Rad51 cataliza la busqueda y el intercambio de homologia de la cadena de ADN,
con la ayuda de la proteina mediadora Rad52 y el complejo Rad57-Rad55 que coopera
con la formacion del nucleofilamento y el posterior desplazamiento de Rad51, e
interactua con la pRad54 para el remodelamiento de la cromatina. El ensamblaje del
filamento presinaptico Rad51-ssADN requiere de la union de ATP pero no de su
hidrdlisis y es estimulado por la union del factor RPA (Replication Protein A), el cual
remueve las estructuras secundarias de la ssDNA. Rad52 acelera la eliminacion de
RPA de la ssDNA y actua como mediador para la invasion de la cadena de ADN por el
nucleofilamento Rad51. Ademas, posee una actividad de apareamiento de cadenas
sencillas complementarias crucial para diversos mecanismos de recombinacion (li et al.
2011; lvanov & Haber 1997; Symington et al. 2014).
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IIl. ANTECEDENTES

Symington en 2002, indica que la delecién del gen RAD52 en S. cerevisiae produce
defectos en todos los mecanismos de recombinacion homéloga como son BIR, DSBR,
SDSA y SSA. En 2004, Ciudad y colaboradores describen en Candida albicans que en
ausencia de la pRad52, las células tambien muestran defectos en procesos de
recombinacion homdéloga, ademéas que exhiben telémeros mas largos y heterogéneos.
En 2005, Chauhan y colaboradores reportan que los mutantes rad52-AA de C. albicans
muestran una virulencia atenuada dependiente de la dosis administrada. Garcia Prieto
y colaboradores en 2010, refiere que en C. albicans los mutantes rad52-AA son
significativamente mas sensibles que los mutantes rad51-AA a agentes que causan
DSBs y agentes oxidantes.

En 2012 Cuevas y Bellido observan un patron alto de variabilidad en los
cariotipos de aislamientos clinicos de C. tropicalis procedentes de diversos estados de
la Republica Mexicana. Posteriomente en 2012, Espinosa Texis construye el primer
mutante heterocigético RAD52/rad52::hisG de la cepa parenteral MYA-3404.
Hernandez Matamoros en 2013, obtiene los mutantes RAD51/rad51-4 y rad51-44 de
C. tropicalis, y realiza una caracterizaciéon preliminar donde indica que dichos mutantes
presentan un crecimiento lento y una morfologia filamentosa. Finalmente, Ramirez
Falcon en 2014 obtiene los mutantes rad52-AA, rad51-AA/rad52-AA y el revertiente
RAD51, realiza una caracterizacion preliminar donde indica que dichas mutaciones
producen cambios en la morfologia colonial y celular, comprometiendo de manera
significativa el crecimiento del hongo. Observa que la reinsercion de la pRad51 en el

mutante rad51-AA restaura el fenotipo silvestre.
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l1l. JUSTIFICACION

Las infecciones nosocomiales emergentes son un problema de salud publica ya que
propician que la estancia del paciente en el hospital sea mas prolongada, elevando
costos. Candida tropicalis en México como en América Latina se posiciona entre la
tercera y segunda especie mas aislada a partir de infecciones en sangre. Se asocia
con el desarrollo de candidosis invasiva en pacientes neutropénicos y con cancer, que
a menudo se corresponden con una mayor mortalidad que otras NACs e incluso C.
albicans (Corzo-Leon et al. 2014; Doi et al. 2016; Gonzalez et al. 2008; Magalhaes et
al. 2015; Motta et al. 2016; Nucci et al. 2013; Pfaller & Diekema 2007).

Se han obtenido los mutantes Ctrad51-AA y Ctrad52-AA, sin embargo se
desconoce su virulencia. El propésito de este trabajo, es determinar el papel de los
genes RAD51 y RAD52 en la virulencia de C. tropicalis, asi como describir el desarrollo

de la infeccion causada en un modelo experimental murino.
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IV. HIPOTESIS

En Candida tropicalis el potencial patogénico podrian verse afectado principalmente
por la mutacion en el gene RAD52 y RAD51 como se ha descrito en C. albicans, donde
dichos mutantes son efectivos en procesos de recombinaciéon homéloga (Garcia-Prieto
et al. 2011; Andersen et al. 2008 Ciudad et al., 2004; Andaluz et al., 2006).
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo general.
Analizar la capacidad patogénica en modelo murino de los mutantes en Candida
tropicalis en los genes RAD51 y RAD52 implicados en recombinaciéon homéloga, asi
como de la cepa de C. albicans.

V.2. Objetivos especificos.

1. Determinar la dosis media efectiva y las curvas de supervivencia de la cepa
CAF2-1y MYA3404, asi como de los mutantes.

2. Determinar la colonizacion en rifion mediante el conteo de las unidades
formadoras de colonia (UFC) a diferentes tiempos post-infeccion (24, 48y 72 h)
con la dosis 1x10° células.

3. Realizar el andlisis histopatolégico del rifién con las dosis 1x10° células durante
los tiempos 24, 48 y 72 h post-infeccion.

4. ldentificar las cepas recuperadas del riidn de ratones.
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VI. METODOLOGIA

VI.1. Cepas y condiciones de cultivo

Las cepas que se utilizaron en este estudio estan indicadas en la tabla 1; provienen de
la cepa MYA-3404 de Candida tropicalis y la cepa CAF2-1 de Candida albicans.

TABLA 1. Descripcion de las cepas de C. tropicalis y C. albicans.

Cepa Genotipo Referencia

Candida tropicalis

MYA3404 Silvestre
Ctrad51-AA Arad51::hisG-Ura3-hisG/Arad51::hisG Hernandez-Matamoros, 2013
Ctrad52-AA Arad52::hisG-Ura3-hisG/Arad52::hisG Ramirez -Falcon, 2014

Candida albicans
CAF2-1 Aura3::Aimm434/URA3 (Fonzi & Irwin 1993)

Las cepas se conservaron a corto plazo a 4 °C. Para poder mantenerlas por
periodos prolongados se utilizaron ultra-congeladores que las almacenaban a - 80 °C,

en este caso se guardaron en glicerol 50% v/v.

VI.1.1. Medios de cultivo

Los medios utilizados en este trabajo se describen en la tabla 2. Las levaduras se
incubaron en medio YPD a 30 °C de 24 - 48 h, los cultivos liquidos se mantuvieron en
agitacion a 200 rpm. Los cultivos en medio CHROMagar y micosel se incubaron a 37

°C por 48 - 72 h, dependiendo de la coloracioén y el crecimiento, respectivamente.

TABLA 2. Descripciéon de los medios de cultivo.

Medio Composicion Uso

Peptona 20 g/L, extracto de _ )
Medio completo para el cultivo de
YPD levadura 10 g/L, dextrosa 20 g/L
) levaduras.
ajustado a pH de 6.5.
Agar 15.5 g/L Dextrosa 10 g/L Medio selectivo para aislamiento de
Micosel Cicloheximida 0.4 g/L  hongos patdégenos de lento crecimiento a

Cloranfenicol 0.05 g/L Peptona partir de muestras con alto contenido de
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de soya 10 g/L flora bacteriana.
Cromopeptona 10,0 g/L Glucosa Medio para el aislamiento e identificacién
CHROMagar 20,0 g/L Mezcla cromégena 2,0 de C. albicans, C. tropicalis y C. krusei a
Candida g/L Cloranfenicol 0,5 g/L agar partir de muestras clinicas. Inhibe el

15,0 g/L crecimiento de bacterias.

VI.2. Obtencion de la suspension de células para el in6culo
VI.2.1 Curva de crecimiento

Los cultivos de las levaduras se incubaron en medio YPD a 30 °C por 24 h. Se tomé
una colonia aislada e inoculé en 10 ml de YPD en un tubo falcon e incubé por 12 h a 30
°C con agitacién. Se tom6 una alicuota ajustando la D.O. a 1, y se deposité en un
matraz con 50 ml de YPD e incubd. Posteriormente, se tom6 una alicuota cada hora,
de 200 ul que se ley6 en el espectrofotdmetro a 600 nm, realizando una dilucién 1:10.
Se tomé otra alicuota de 100 pl para realizar 6 diluciones 1:10 con agua destilada
estéril. Las diluciones se sembraron por goteo (20 ul) en placas con medio YPD, e
incubaron a 30 °C por 24 — 48 h. Finalmente se efectuaron los célculos
correspondientes de las diluciones y se elaboraron graficas de tiempo vs UFC y tiempo
vs D.O. para determinar el tiempo de generacion y la fase estacionaria de las cepas.
(Todos los experimentos se realizaron por triplicado)

VI.2.2. Preparacion del in6culo

Todos los organismos fueron cultivados en placas de YPD, realizando un pase para
asegurar la viabilidad. Una vez determinada la fase estacionaria se tomd6 una colonia
aislada de > 1 mm de diametro de un cultivo de 24 h con un palillo estéril de madera y
se suspendi6 en un tubo Falcon con 10 ml de YPD, se incub6 por 12 h. Posteriormente
se tomé una alicuota ajustando la D.O. a 1 y suspendi6 en un tubo Falcén con 50 ml de
YPD, incubando hasta fase estacionaria. Se colocé en un tubo eppendorf de 1.5 ml una
alicuota de 1 ml, se centrifugd a 13000 rpm por 10 min y decant6 el sobrenadante. Se
realizaron dos lavados con 1 ml solucidon salina fisioldgica SSF (PISA) estéril,
centrifugando a 13000 rpm por 8 min, para posteriormente decantar €l sobrenadante.
Finalmente se suspendi6 la pastilla en 1 ml de SSF estéril y se realizaron 6 diluciones

1:10 con SSF estéril en tubos eppendorf. Para leer la turbidez de cada dilucién de
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células se realizé una dilucion 1:10 que se ley6 en el espectrofotometro a 600 nm, se

utiliz6 como blanco SSF (PISA) estéril.

Mediante el uso de un hematocitométro estandar se determind la cantidad de
células de cada dilucién. El procedimiento que se empled para realizar el recuento de
células fue el numero de células por ml igual al promedio del nimero de células de los
cuadros de las esquinas 1 x 10%. Por convencion, todas las células en gemacion se
contaron como una célula para las cepas silvestres, para los mutantes los filamentos y

las células agrupadas fueron contados como uno cuando se utiliz6 este método.

VI.2.3 Cuantificacién de la viabilidad

La viabilidad del in6culo se llevé a cabo de forma cuantitativa en placas con medio
YPD para determinar el recuento de células viables. Se realizaron seis diluciones 1:10
con SSF estéril de cada suspensién de indculo, 20 ul de cada dilucién se sembraron
por goteo en placas con YPD. Las placas se incubaron durante 48 h a 30 °C y se

contaron las colonias.

Finalmente, se elabord un andlisis de regresion lineal para determinar la relacion
entre las variables estableciendo el coeficiente de determinacion y la ecuacion de la
linea recta, para cada cepa se realizaron las graficas correspondientes (todos los

experimentos se realizaron por triplicado).

VI.3. Andlisis de infeccién en modelo murino via l.V.
VI.3.1.Material biolégico

Se utilizaron para la determinacion de la dosis letal media, ratones de la cepa BALBI/c,
machos, entre 18-25 g de peso, que fueron colocados en cajas de acrilico con
tapaderas de acero inoxidable 40x60x20 (5 ratones por caja). El alimento y agua fueron
proporcionados ad libitum. Para la determinacion de UFC/g de rifion se utilizaron

grupos de 9 ratones.

V1.3.2. Determinacion de la dosis media efectiva (LDsp)

Se formaron grupos aleatoriamente de 10 animales cada uno, los cuales se marcaron y

se pesaron. Se incluy6 un grupo control al que se administré solamente solucion salina
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fisioldégica estéril. Los ratones fueron anestesiados via intraperitoneal con 0.12 ml
(quetamina/xilasina), fueron inoculados en la vena lateral de la cola con 0.2 ml de
suspension de células, se llevaron al bioterio después de despertar del anestésico. Se
observaron 2 veces por dia para determinar signos de morbilidad. Los animales
moribundos posteriormente de los 21 fueron sacrificados por inhalacion con CO, en el
bioterio. A los ratones que murieron dentro de los 21 dias post-infeccion, se les extrajo
el rinbn de manera aséptica, se triturd, homogenizg, y coloc6 en un tubo Falcon con 5
ml de SSF estéril. Se sembré el homogenizado en placas con medio YPD para

recuperar la levadura.

La determinacion de la dosis letal media efectiva se dividi6 en dos fases, la
primera incluy6é la utilizacion de un intervalo amplio de dosis, partiendo de las
suspensiones de células 1x10% 1x10° 1x10° y 1x10’, se inocularon grupos de 8
ratones con la cepa CAF2-1 de C. albicans. Se observaron los efectos registrando el
namero de animales muertos y el peso a los 30 dias, se construyé una curva dosis-

respuesta preliminar.

En las mismas condiciones, se realizd un segundo ensayo. Tomando en
consideracion los resultados del experimento anterior, se inocularon grupos de 10
ratones y se manejé un margen de suspension de células mas estrecho (1x10°, 1x10°y
1x10") asi como de dias (21 dias). Se inocularon los mutante Ctrad51-AA y Ctrad52-AA
y la cepa CAF2-1 de C. albicans. Registrando el nUmero de animales muertos a los 21
dias post-infeccién. Para determinar el valor de la dosis letal media se utilizaron 3

modelos estadisticos.

VI.3.2.1. Método de Reed Muench

El método aproximado de Reed Muench, que asume una relaciéon lineal entre los
porcentajes de respuesta y las dosis metamétricas (log dosis), frecuentemente da
respuestas muy semejantes a métodos rigurosos. En general, la siguiente férmula se
empleo para calcular la "diferencia de los logaritmos" (diferencia de los logaritmos
también se conoce como "distancia proporcional" o "valor interpolado"): Los datos

fueron ordenados conforme a la tabla 1 y 4 del apéndice 2.
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Diferenciade logaritmo
[(mortalidad de la dilucién por arriba al 50%) — 50%)

[(mortalidad por arriba al 50 %) — (mortalidad por debajo al 50%)]

VI.3.2.2. Método de Spearman Karber

El método de aproximado de Spearman Karber, parte del supuesto, de que las
respuestas serian iguales a cero, (ningln muerto), en la dosis inferior a la menor
utilizada en el ensayo X;, y en la dosis superior a la mayor utilizada, las respuestas se

presentarian en la totalidad de los animales (todos muertos).

La siguiente férmula se emple6 para calcular la "diferencia de los logaritmos".
Donde: k = nimero de dosis, X;= dosis donde la proporcién de muertos es 1; d =
X;_y —X;; p = proporcién de muertos. Los datos se ordenaron conforme a latabla 2y 5

del apéndice 2.

k
1
EG‘QDLE[} = in d - d ZPE
i=1

La desviacion estandar fue determinada a partir de la siguiente expresién, donde:
ri - nUmero de muertes por dosis, n = nUmero de animales Se obtuvieron los limites de

confianza al 95%.

|d? ¥k nn—n
SIDEDLED = | =1 ( E} ﬂ.:(ﬂ_i}

..,J

VI.3.2.3. Método de Probit

El tercer método utilizado fue el analisis de regresién con “Probit”, empleando el
método grafico y el analitico de “maxima verosimilitud”, permite determinar el
comportamiento de la variable (porcentaje de respuesta Y) de acuerdo con las

variaciones del estimulo (dosis), previa estimacion de la ecuacién de regresion lineal.

Los calculos utilizados en el analisis de Probit fueron realizados mediante un

programa estadistico que se detalla en la tabla 3 y 6 del apéndice 2. El cuél se basa en
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la expresién matematica donde: m = LogLDs, al eje de las abscisas correspondiente a

Y = 5; X = logaritmo de la dosis; ¢ = desviacion estandar del logaritmo de la dosis

y_g&—m
i}

VI.3.3. Analisis de sobrevivencia

Para determinar la supervivencia a las diferentes concentraciones del inéculo en cada
cepa, se utilizé el andlisis de Kaplan Meier y el test log Rank. El andlisis de Kaplan
Meier se define como la probabilidad de supervivencia en un intervalo de tiempo
determinado, se llevé a cabo en un programa estadistico, que se detalla en el apéndice
2. Para probar si la diferencia entre los tiempos de supervivencia de los grupos fue
estadisticamente significativo o no, se llevé a cabo el test Long-Rank que se basa en la

siguiente férmula:

(0 —E)? (0, —Ep)
E, E,

r

Long —rank =

VI.3.4. Andlisis de colonizacién arinén

Se formaron grupos aleatoriamente de 9 animales cada uno, los cuales se marcaron y
se pesaron. Se incluyé un grupo control al que se le administr6 solamente solucién
salina fisiolégica estéril. Los ratones fueron anestesiados con 0.12 ml
(quetamina/xilasina), e inoculados en la vena lateral de la cola con 0.2 ml (1x10°
células/ml). Se observaron por media hora para que despertaran del anestésico y se
llevaron al bioterio. Se observaron 2 veces por dia para determinar signos de
morbilidad. Tres ratones de cada grupo fueron sacrificados en camaras de CO, a las
24, 48 y 74 h post-infeccion. De cada raton sacrificado se extrajeron ambas rifiones de

manera aséptica.

Uno de los dos rifiones fue lavado con SSF, pesado y triturado de manera
aséptica. Se coloc6 en un tubo Falcon con 5.0 ml de SSF estéril, y se homogenizé con
ayuda del vortex por 1 min, se dejé reposar por espacio de 1 h. Posteriormente, se

realizaron 2 diluciones 1/10 del homogenizado, se sembraron por goteo en placas con
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medio YPD y micosel. Se incubaron por 48 h a 30 °C y contaron las UFC, finalmente se

realizaron los calculos necesarios.

Al rifién restante, se le realizé un corte con un bisturi estéril, se tomo6 con una
pinzas y se hizo un extendido formando una capa muy fina sobre un portaobjetos. Se
fij6 con calor y/o con solucion de formol-etanol por espacio de 1 min, se enjuag6 con
agua destilada, para realizar la tinciones de &cido periédico de Schiff (PAS).
Posteriormente se colocé el rifion en un frasco con 20 ml de formol al 10% para realizar

los cortes histoldgicos.

VI1.3.4.1 Tincién de PAS

La tincibn de PAS se realiz6 con un juego de reactivos comercial (HYCEL). Se
fundamenta en la oxidacion mediante el acido periédico de glucdégeno, mucoproteinas
y otros carbohidratos de alto peso molecular a aldehidos que son reconocidos por el
reactivo de Schiff, el cual se combina con ellos para dar un color rojizo brillante. La
intensidad de la tincion depende del niumero de grupos aldehido liberados por el &cido
periédico, también influye la madures de la célula. Reactivos:

- Acido periédico al 0.5 %

- Acido clorhidrico al 1 %

- Reactivo de Schiff

- Hematoxilina de Harris}

- Verde claro (para hongos)

- Fijador formol-etanol

Procedimiento: se colocaron las laminillas sobre una gradilla de tincién y
cubrieron con acido periddico 0.5% por espacio de 10-15 min. Se enjuagaron con agua
destilada. Se tifieron con el reactivo de Schiff de 15 a 20 min y enjuagaron con agua
destilada, preferentemente tibia. Posteriormente se pasoé la laminilla por un bafio de
acido clorhidrico al 1%, enjuago con agua destilada. El reactivo de contraste utilizado
fue hematoxilina de Harris y se colocé por espacio de 2 a 3 min. Finalmente se enjuago
con agua destilada por espacio de 2 min. Se dejaron secar las laminillas, para observar

al microscopio con objetivo de inmersion.
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VI.4. Identificacion de los cultivos recuperados del rifién
VI.4.1. Andlisis macroscopico y microscépico

Para la identificacion presuntiva, las cepas obtenidas del rifibn de los ratones, se
cultivaron en medio YPD liquido con agitacion constante. Se tomo una alicuota de 10 pl
del cultivo y se colocd en un portaobjetos para observar al microscopio con colorante
verde claro. Para el analisis macroscépico, se ajustd la D.O. a 1 con SSF y se
realizaron diluciones 1:10. Las diluciones se sembraron en medio YPD sdlido e
incubaron a 30 °C por 24 - 72 horas.

VI.4.2. CHROMagar Candida

Para la identificacién presuntiva de las cepas obtenidas a partir de los rifiones de los
ratones, se tomé una colonia con un palillo estéril de aproximadamente 1 mm de
diametro crecida del medio micosel. Se sembré en una placa de CHROMagar Candida.

Se incubo hasta obtener una coloracion definida (tabla 3).

TABLA 3. Diferenciacién colonial de las especies de Candida en el medio BBL
CHROMagar Candida.

Cepas Medio BBL CHROMagar Candida
Candida albicans Colonias de color verde claro a mediano
Candida krusei Colonias grandes y planas, de color de rosado claro a rosa,

con un borde blancuzco

Candida tropicalis Colonias de azul grisaceo a azul verdoso o azul metalico, con
o sin halos violetas en el medio circundante

Otras especies Color malva de claro a oscuro (rosado o violeta) o, un color
natural de colonia (de crema a blanco)

VI.4.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion directa de las células, se tom6 una colonia asilada de
aproximadamente 1 mm de didmetro con un palillo estéril y coloc6 en un tubo
eppendorf para PCR. Se suspendié con 5 ul de agua PISA estéril y agité en el vortex
por espacio de 15 s para homogenizar, posteriormente, se centrifugé a 12000 rpm por

10 S. Finalmente, se tomaron 0.5 pl de la suspension para realizar la PCR. Los cultivos
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de los cuales fueron tomadas las colonias para PCR, no debieron de tener mas de 5

dias, para producir colonias viables.

La amplificacion de los fragmentos de ADN se llevo a cabo mediante la técnica
de electroforesis, se tratd de un volumen de reaccion de 25 pl. Se utilizé el kit PCR
Master Mix (Promega) que contiene los reactivos: PCR Master Mix 2X: 500 unit/ml taq
polimersas suspendida en un buffer (pH 8.5), 400 uM de dATP, dGTP ,dCTP; dTTP y 3
mM de MGCI,, ademas del agua libre de nucleasas para la reaccion, los primers
utilizados individualmente para cada especie se detallan en la tabla 4. Para la reaccion
se utilizé: la suspensiéon de células (1 pl), PCR master mix 2x (12.5 ul); ambos primers
con concentracion 10uM (4 ul); agua libre de nucleasas (6.5 ul). Se utilizé un

termociclador (Mastercycler personal) con el siguiente programa:

. Etapa de inicio (5 min a 96 °C)

Etapa de desnaturalizacion (30 s a 94 °C)

Etapa de hibridacién de los oligonucle6tidos (30s a 58 °C)
Etapa de elongacién (30 s a 72 °C).

40 ciclos (etapa 2 a la etapa 4)

o g ks wh e

Etapa final (15 min a 72°C) para terminar de amplificar las hebras incompletas

La separacion de los fragmentos generados se realiz6 mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1.5 % en tampon TBE 0.5 X (acido boérico, EDTA 0.5 M pH 8.0,
Tris-Base). Las muestras fueron mezcladas 1/10 con colorante de carga 6X (10 nM tris-
HCI pH 7.6, 0.03% azul de bromofenol, 0.03 % cianol de xileno, glicerol y 60 mM
EDTA) (thermo scientific) para darle densidad y visualizar al frente de electroforesis. Se
realizé la electroforesis a un voltaje constante que oscilaba de 70 a 100 volt en un
tampén 0.5 X TBE por espacio de 1 a 2 h. Los geles se visualizaron en un

transiluminador y se documentaron las fotos.

TABLA 4. Oligonucledtidos utilizados para la identificacion de las especies de Candida

. . L o Fragmento
Especie Oligonucleotido Secuencia 5- 3 amplificado
(pb)
CTR1 CAATCC TACCGC CAGAGGTTAT ~ 357

C. tropicalis
CTR2 TGG CCACTAGCAAAATAAGCGT
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CALB1 TTT ATC AACTTG TCACAC CAG A ~ 273
CALB2 ATC CCG CCT TAC CAC TAC CG

C. albicans

VI.5. Andlisis estadistico

Se elabor6 una base de datos en una hoja de calculo de Excel eligiendo a las variables
y clasificandolas. Se realizaron estadisticas descriptivas (frecuencias, promedio, D.E.)
y comparativas (y?), para la determinacién de las UFC/g de rifion. Para la
determinacion del porcentaje de supervivencia se utilizé el analisis de distribucion no
paramétrico censurado a la derecha Kaplan Meir y LongRank; para determinar la dosis
letal media se utiliz6 el analisis de Probit. El programa utilizado para los andlisis fue
Minitab 17 statistical software. Las graficas fueron elaboradas en el programa
KaleidaGraph.
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VIl. RESULTADOS

VII.1. Obtencion del in6culo
VII.1.1. Capacidad de crecimiento en medio YPD liquido

Se realizd un seguimiento del crecimiento midiendo la D.O. de los cultivos a una
absorbancia de 600 nm por 11 horas, en medio rico YPD. El tiempo medio de
generacion estimado para el mutante Ctrad51-AA fue de 94 min y 106 min para el
mutante Ctrad52-AA; la densidad 6ptica alcanzada en fase estacionaria fue de 9y 3
unidades respectivamente, para la cepa silvestre MYA3404 y la cepa CAF2-1 el tiempo
de generacién estimado fue de 90 y 89 min respectivamente, la D.O. alcanzada en fase
estacionaria para ambas cepas fue de 13 unidades (Figura 11). Por tanto, podemos
concluir que ambas especies de levadura crecen de manera similar y que la delecién
de los genes CtRAD51 y CtRAD52 afecta ligera y moderadamente el crecimiento de C.

tropicalis en las condiciones ensayadas respectivamente.
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FIGURA 1. Curva de velocidad de crecimiento de las especies de Candida. A) Relacién del
Log UFC en medio YPD respecto al tiempo de incubacién (min). B) Relacién de la D.O. a 600

nm respecto al tiempo de incubacion (min).

VII.2. Viabilidad del in6culo

La determinacion de la viabilidad del indculo se llevo a cabo a las 12 h en medio YPD.
Para determinar el nUmero de células viables, se tomé la relacion de las células
contadas en el hematocitémetro y el nimero de UFC en placa con medio YPD (Fig.
12). El porcentaje de viabilidad de la cepa CAF2-1 de C. albicans y la cepa MYA3404
de C. tropicalis fue muy similar (99 % y 100%; media de 97 y 99; DE 0.18 y 0.16
respectivamente), el porcentaje de viabilidad de los mutantes Ctrad51-AA y Ctrad52-AA
fue menor al encontrado para MYA3404 (78 y 58 %; media de 68 y 55; DE 0.25y 0.17,
respectivamente). En la figura 12, se presenta las graficas de regresion lineal
correspondiente a cada cepa, donde se muestra el coeficiente de determinacién y la
ecuacion de la linea recta en relacion del Log UFC respecto células contadas en el

hematocitdmetro.
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VII.3. Virulencia en modelo murino

el coeficiente de determinacion y la ecuacion de la linea recta para cada cepa.

VII.3.1. Determinacién de LDsg y porcentaje de supervivencia
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FIGURA 2. Regresién lineal para la determinacién de la viabilidad del in6culo. Se presenta

Los resultados de la primera fase experimental para las cepas CAF2-1 y MYA3404 se
muestran en el apéndice 1. De acuerdo a los resultados obtenidos, en la segunda fase
se decidi6 utilizar un intervalo mas estrecho, entre las dosis 1x10° y 1x10’ células para
los mutantes, ya que se tenia el antecedente de ser menos virulentos que la cepa
parenteral. La LDs, del mutante Ctrad51-AA fue menor significativamente a lo
encontrado para la cepa CAF2-1 (tabla 6). La mortalidad para ambas cepas fue del 100
% con la dosis 1x10’, mientras que para la dosis 1x10° el mutante no gener6 la muerte
de ningan ratén, en contraste con CAF2-1 mostré un 50 % de mortalidad (tabla 7). Para

el mutante Ctrad52-AA no se determind la LDs, ya que a las dosis 1x10° y 1x10°




células la cepa no caus6 la muerte de ningln ratén; con la dosis 1x10’ células los
ratones inoculados entraron en shock y murieron a los minutos de ser inoculados, por
lo que no se administrd esta dosis. Una posibilidad es que los ratones fueran afectados
por la cantidad de células presentes suspendidas en un volumen pequefio.

En cuanto a los métodos estadisticos empleados para la determinacion de la
LDso no se mostraron diferencias significativas en los resultados, los métodos de Reed
Muench y Sperman Karber fueron rapidos y precisos, aunque el método probit generd

una mayor informacién (tabla 6).

TABLA 5. Determinacion del Log LDg, de las especies de Candida

Log LDsg £ DE

Método
CAF2-1 Ctrad51-AA Ctrad52-AA
Reed Muench 491 6.29 -
Sperman Karber 4.9 +£0.52 6.20 £ 0.30 --
Probit 4.82 + 0.60 6.06 + 0.38 -

TABLA 6. Porcentaje de mortalidad de las especies de Candida

Dosis Porcentaje de mortalidad

CAF2-1 Ctrad51-AA Ctrad52-AA
1x10" 100 % 100 % --
1x10° 80 % 30 % 0%
1x10° 50 % 0%
1x10* 30 % -- --

En base a que las cepas CAF2-1 y los mutantes de Ctrad51-AA y Ctrad52-AA,
mostraron una mortalidad diferente para cada dosis administrada, se elaboraron las
curvas de supervivencia para comparar esta respuesta entre las diferentes cepas. Los
resultados obteniendo se presentan en la figura 13, donde se observa que la
probabilidad de supervivencia de los ratones es dependiente de la dosis para las
mutantes, a dosis bajas son avirulentas, asi como también se observa la respuesta de

los ratones.
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FIGURA 13. Curvas de supervivencia de las especies de Candida a diferentes dosis. A)
Probabilidad de supervivencia de la cepa CAF2-1 B) El mutante Ctrad51-AA C) El mutante
Ctrad52-AA.
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VII.3.2. Identificacion de las cepas recuperadas del rifion

La identificacién presuntiva de los hongos recuperados del rifiébn del estudio anterior,
se realiz6 a partir de la coloracibn que presentaron las colonias en el medio
CHROMagar Candida. En la Figura 14, se observa que la cepa de C. albicans CAF2-1
mostrd una coloracion verde claro, mientras que el mutante Ctrad51-AA present6é una
coloracién azul metalico con un halo morado. La morfologia celular encontrada en los
cultivos obtenidos del rifién fue similar a la morfologia de las cepas introducidas en los

ratones, filamentosa para el mutante Ctrad51-AA y levaduriforme para CAF2-1.

A)

CAF21

B)

Ctrad51-AA

1x107 1x10¢

FIGURA 14. Identificacién de las cepas recuperadas del rifidn mediante la diferenciacién
colonial en medio CHROMagar Candida y la diferenciacion celular. A) Cepa de C. albicans
CAF2-1 B) mutante Ctrad51-AA. (Barra 10 pum).

VII.4. Capacidad de colonizacién arifion con la dosis 1x10°
VII.4.1 Mortalidad y progresién de la infeccion

La virulencia que mostraron las cepas CAF2-1 y MYA3404 fue similar, con un 80% de
mortalidad en los ratones inoculados a los 21 dias posteriores a la infeccion, como se
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muestra en la figura 15. Ambas cepas presentaron una infeccién aguda, sin embargo,
la infeccion por CAF2-1 se desarroll6 durante los primeros 4 dias, mientras que la
infeccion por MYA3404 se desarrollo mas tarde y ocurrié tras 9 dias. La supervivencia
de los ratones inoculados con el mutante Ctrad52-AA fue del 100%, igual que los
animales control inoculados con SSF, mientras que los ratones inoculados con el
mutante Ctrad51-AA exhibieron un porcentaje de muerte del 30%, lo que indica una
disminucion moderada pero significativa de la virulencia respecto a la cepa silvestre
MYA3404. Ademas, las muertes de los ratones inoculados con el mutante Ctrad51-AA
ocurrieron tras 19 dias. Cabe mencionar, que los ratones infectados con el mutante
Ctrad52-AA desarrollaron la infeccion de una manera controlada, pues los ratones
bajaron inicialmente de peso para mantenerse luego mas o0 menos constante durante
los 21 dias post-infeccion, en comparacién con los controles, que subieron de peso en
el transcurso del experimento. La tasa de supervivencia presentada por los animales

control fue del 100%, a los cuales solo se les administro SSF.

Curva de supervivencia

CAF2

0.4 —-oee e Lo e
AA

Probabilidad supervivencia

0.2 oo

0 T T | T | T |
0 3 6 9 12 15 18 21

Dias post-infeccion

FIGURA 15. Curva de supervivencia de los ratones infectados con la dosis 1x10° células.
Diferencias en la probabilidad de supervivencia respecto al tiempo de infeccién (dias) para cada

cepa.
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VII.4.2. Determinacién de las cargas fangicas renales

Se determiné las UFC por gramo de rifion para cada cepa a las 24, 48 y 72 h después
de la infeccién. Como se muestra en la figura 16, en la etapa inicial de la infeccion a las
24 h, la cepa CAF2-1 presenté un nimero de UFC considerablemente mas alto (5.59
UFC / g de rifibn) en comparacion con las otras tres cepas. La cepa MYA3404 vy el
mutante Ctrad51-AA presentaron un numero de UFC similar durante los 3 dias post-
infeccion, mientras que el mutante Ctrad52-AA presentd un numero de UFC menor y
mMAas 0 menos constante durante el experimento. Lo que va de acuerdo con el estudio

anterior, en el desarrollo de la infeccién para cada cepa.

Log UFC / g de rindn

CAF2-1 MYA3404 Ctrad51-AA  Ctrad52- AA
Cepas de Candida

FIGURA 16. Capacidad de la colonizacion al rifndn de las especies de Candida. Los datos
gue se muestran corresponden al Log UFC por g de rifidén respecto al tiempo post-infeccion (24,
48y 72 h).

Si bien, las diferencias en los niveles de UFC en rifién variaron con respecto al
tiempo, las cargas fungicas promedio para CAF2-1 fueron las mas altas. La cepa
MYA3404 y su mutante Ctrad51-AA generaron cargas menores y similares entre si, y la
cepa Ctrad52-AA gener6 la menor carga. Los resultados observados, permiten sefialar
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gue existen diferencias relevantes en la virulencia de las cepas utilizadas. La
colonizacioén y desarrollo de la infeccion ocasionada por las levaduras en los ratones a
lo largo de los 21 dias post- infeccion, asi como la colonizacion en rifién fue CAF2-1 >
MYA3404 > mutante Ctrad51-AA > mutante Ctrad52-AA.

VII.4.3. Histopatologia del rifidn

La histopatologia que presentaron los rifiones de los ratones infectados se muestra en
la figura 17. Se observo la presencia de crecimiento filamentoso y un dafio severo en el
rion a las 24 h post-infeccion en la cepa CAF2-1, mientras que para las cepas
MYA3404 y el mutante Ctrad51-AA se observl la presencia del hongo a las 48 h

posteriores a la infeccion.

CAF2-1

MYA3404

Ctrad51-AA B

Ctrad52-AA

LN

FIGURA 17. Patologia del rifién de los ratones infectados con la dosis 1x10° células. Dafio

provocado al riidn por las cepas de Candida respecto al tiempo post-infeccion ((24, 48 y 72 h).
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Los animales infectados con el mutante Ctrad52-AA, sobrevivieron al curso del
experimento, pero el organismo fue recuperado en niveles constantes en rifion y fue
observado en las secciones histoldgicas del tejido infectado, sin embargo los rifiones
no mostraron sintomas de infeccion (Fig. 17). Los controles no presentaron lesiones

inflamatorias y visibles en los rifiones, y tampoco se observaron las levaduras.

MYA3404

Ctrad51-AA

Ctlrad52-AA ;

Control

FIGURA 18. Histopatologia del rifidbn de los ratones infectados con la dosis 1x10° células.
Presencia en rifién de las diferentes cepas de Candida respecto al tiempo post-infeccién (24, 48

y 72 h). Las secciones se tifieron con PAS.

En las secciones histologicas, la cepa CAF2-1 presentd un crecimiento
filamentoso y abundante durante las 24 h 48 h 'y 72 h. La cepa MYA3404 presentd
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principalmente un crecimiento levaduriforme que fue abundante a las 72 h, en
comparacion con el mutante Ctrad51-AA que presentd crecimiento filamentoso
moderado a las 72 h, mientras que el mutante Ctrad52-AA presentd escaso crecimiento
levaduriforme en las improntas (Fig. 18).

VII.5. Identificacion de las cepas recuperadas del rifidn

La identificacion presuntiva de los cultivos obtenidos de los rifiones, se realiz6 a partir

del andlisis de la morfologia colonial y celular de las cepas inoculadas (Fig. 19).

CAF2-1

MYA3404

Ctrad51-AA

Ctrad52-AA

FIGURA 19. Morfologia colonial y celular de las cepas recuperadas del rifién de ratones
infectados con Candida. Morfologia colonial en medio YPD a las 72 h a 30 °C, crecimiento

celular en medio YPD liquido a las 24 h, colorante verde claro.



La cepa CAF2-1 y la cepa silvestre MYA3404 mostraron un crecimiento celular
principalmente levaduriforme en comparacién con los mutantes, que presentaron un
crecimiento filamentoso aberrante, especialmente el mutante Ctrad52-AA. Por otra
parte, la cepa CAF2-1 present6 una morfologia colonial brillante y con bordes
definidos, mientras que las cepas MYA3404 y el mutante Ctrad51-AA presentaron una
morfologia opaca y con bordes definidos, y el mutante Ctrad52-AA mostr6 bordes

irregulares.

La identificacién confirmatoria se llevé a cabo mediante la técnica de PCR y la
diferenciacion colonial en el medio CHROMagar, para la cepa de C. albicans CAF2-1
se observd un fragmento de ~ 273 pb (linea 2 y 3) y una coloracién verde claro en
medio CHROMagar Candida, la cepa de C. tropicalis MYA3404 y sus mutantes
presentaron un amplificado de ~ 357pb (linea 7 a la 12) y una coloracion azul metélico
en CHROMagar Candida. Lo que indica que las cepas recuperadas (linea 3, 8, 10y 12)
se derivan de las cepas inoculadas (2, 7, 9 y 11) (Fig. 20).

A) CAF2-1 MYA3404 Ctrad51-AA Ctrad52-A0
aill 1 | 1| \

~ 357 pb
~273 pb

CAF2-1 MYA3404 Ctrad51-AA Ctrad52-AA

FIGURA 20. Identificacion de las cepas aisladas del rifion de ratones inoculados con

dosis 1x10°. A) PCR especie especifica. MW de 100 pb (linea 1 y 6) controles negativos (linea
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4y 5). B) Diferenciacién colonial en medio CHROMagar Candida de las especies inoculadas (2,

7,9, 11) y las especies recuperadas (3, 8, 10, 12) del rifién.

En general, los resultados presentados en la identificacion tanto presuntiva como
confirmatoria, indican que las cepas aisladas a partir del rindn de los ratones se derivan
de las cepas inoculadas y no de especies exdégenas del género Candida. Tanto por su
morfologia colonial y celular aberrante para los mutantes, asi como por su
identificacion en medio CRHOMagar Candida y por PCR.
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VIl DISCUSION

Candida tropicalis es considerado un patégeno oportunista. Bajo ciertas condiciones
muestra una significativa morbilidad y mortalidad en pacientes inmunosuprimidos (40-
70%). Se han dedicado considerables esfuerzos para identificar los factores de
virulencia e intentar comprender la respuesta del huésped en modelos experimentales
(Forastiero et al. 2013; Fromtling et al. 1987; MacCallum et al. 2009).

Desde los afios 60 las investigaciones sobre la virulencia de las cepas y sus
mutantes se han beneficiado del modelo de infeccién en ratén via 1.V., considerandolo
como un modelo bien caracterizado y reproducible de candidosis diseminada
(MacCallum 2009; MacCallum 2012; MacCallum et al. 2009).

Hemos encontrado que utilizando el modelo murino, las cepas de C. albicans y C.
tropicalis presentaron una virulencia similar, con un 80% de mortalidad en ratones
infectados con la suspensién 1x10° células. Aunque presentaron un tiempo de
generacién similar, el alcance de la infeccién fue distinto para ambas especies, la
colonizacién y la posterior diseminacion por C. albicans fue mas rapida que por C.
tropicalis. Calderon en 2002, reporté que C. albicans es capaz de crecer y adaptarse a
una gran variedad de nichos especificos en el hospedero, asi como a diferentes
medios y condiciones de cultivo en el laboratorio, mientras que Lackey en 2013,
report6 que C. tropicalis infecta con mas frecuencia nichos especificos dentro del
huésped (superficies mucosas y tracto urinario) y se asocia a pacientes neutropénicos
0 con cancer. Estudios comparativos de virulencia en el mismo modelo entre cepas
provenientes de aislados clinicos de C. tropicalis y C. albicans sugieren que estas
especies muestran una virulencia comparable y que no difiere significativamente.
Hansenclever y Mitchell reportaron que C. albicans posee una virulencia equivalente, o
mayor que a C. tropicalis en el mismo modelo de infeccion, mientras que Repegtini,
encontré que C. tropicalis parece ser mas virulenta que C. albicans en la colonizacion
gastrointestinal en ratones. Por lo que, seria interesante conocer cuales mecanismos
de adaptacion se llevan a cabo en ambas especies en el modelo experimental murino
(de et al. 1992; Garcia-Prieto et al. 2010; HASENCLEVER & MITCHELL 1961; Lackey
et al. 2013; Oliveira et al. 2014; Wingard et al. 1980; Wingard et al. 1982).
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Es posible que las distintas cepas de C. tropicalis exhiban diferente virulencia o
difieran en la cinética de muerte en el sistema experimental utilizado, dada la
variabilidad genética de estas especies. Comparada con la cepa silvestre, la virulencia
de los mutantes Ctrad51-AA y Ctrad52-AA fue significativamente menor. Con la
suspension de células 1x10° el mutante Ctrad52-AA fue avirulento, mientras que el
mutante Ctrad51-AA generd una baja mortalidad (30%). Se observd, que el mutante
Ctrad51-AA no mostré virulencia con el indculo de 1x10° células, pero la misma cepa
con el inéculo 1x10’ células mostré una mortalidad del 100% en la primera semana.
Fisher y colaboradores reportaron que a altas concentraciones de inéculo, la muerte
temprana de los ratones no es causada por una insuficiencia renal, sino por una sepsis
progresiva, y en la autopsia los riflones se muestran llenos de absesos, lo que refleja la
situacion clinica en humanos, sin embargo Jean-Chen y colaboradores sugieren que la
insuficiencia renal también juega un papel muy importante en la letalidad de Candida
en ratones. Por el contrario, el mutante Ctrad52-AA no mostré virulencia con el inéculo
1x10° y 1x10° células. Chauhan y colaboradores describen que los mutantes rad52-AA
de C. albicans son avirulentos a la dosis 1x10° mientras que a la dosis 3X10° la cepa
causO la muerte de los ratones, mientras que Andaluz y colaboradores reportaron que
los dobles mutantes en el gen LIG4 (implicado en NHEJ) y RAD52 son avirulentos
incluso a esta concentracion. Estos resultados demuestran que la infeccién inicial por
los mutantes fue de progresion lenta y dependiente de la dosis administrada en
comparacion con la cepa silvestre. Esto podria atribuirse, a que dichos mutantes
muestran defectos en procesos de HR, que podrian estar involucrados en mecanismos
adaptacion. Symington en 2002, indicé que la delecion del gen RAD52 en S. cerevisae
produce defectos en todos los procesos de recombinacién homodloga, mientras que
Ciudad y colaboradores, reportaron que los mutantes rad52-AA de C. albicans también
mostraron defectos en los procesos de HR, ademas que exhibieron telémeros largos y
heterogéneos incluso en presencia de telomerasa. Seria interesante conocer si esta
proteina y la HR también estan involucradas en los proceso de mantenimiento de
teldbmeros en C. tropicalis (Andaluz et al. 2001; Chauhan et al. 2005; Ciudad et al.
2004, Fisher et al. 2011; Garcia-Prieto et al. 2010; MacCallum 2009; Symington 2002).

Estos estudios de supervivencia se complementaron con el analisis
histopatoldgico y la cuantificacion de la carga fungica en rifidén para estimar el grado de

invasion. En la infeccion inicial por la cepa CAF2-1, las cargas renales del hongo
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fueron aumentando conforme la infeccion a partir de las 24 h, momento en que los
rifones mostraron un dafio severo. En los riflones de ratones infectados por la cepa
MYA3404 6 su mutante Ctrad51-AA este dafio fue observable a los 2 dias posteriores a
la infeccién. Cabe mencionar, que en el riidbn de ambas especies fue posible observar
los filamentos del hongo. Por el contrario, en el mutante Ctrad52-AA las cargas renales
permanecieron mas o menos constantes y el dafio al riidn no fue apreciable.
MacCallum y colaboradores reportaron que las cargas renales en los ratones
infectados con cepas virulentas continlan aumentando hasta que los ratones se
vuelven gravemente enfermas. Por el contrario, en la infeccién que se presenta por las
cepas atenuadas, las cargas renales permanecen mas o menos constantes a lo largo
de infeccion. Ademas, refieren que la interaccion temprana y la progresion de la
enfermedad entre Candida y el hospedero se prevén en el nivel del dafio provocado al
rindn, principal érgano afectado en este modelo. También mencionan que la respuesta
inmune producida por la infeccién en rifién, conduce a la produccién de citocinas pro-
inflamatorias para controlar el crecimiento del hongo, pero estas contribuyen al
desarrollo de la sepsis y finalmente a la muerte en el raton (Fisher et al. 2011;
MacCallum 2009; MacCallum et al. 2009; Spellberg et al. 2003; Tomashefski, Jr. &
Abramowsky 1981).

En cuanto a los resultados obtenidos para la dosis letal media, el analisis de
Probit, se puede considerar como un método practico por su precision y rapidez, por
otro lado, los métodos aproximados (Reed Muench - Sperman Karber), son métodos
consistentes, sencillos y se aproximan a métodos rigurosos. Para C. albicans va de
acuerdo a lo reportado por Wingard y colaboradores en 1980, a partir de aislados de
catéter y de sangre y a lo reportado Wingard y colaboradores en 1982 a partir de
diferentes aislados de sangre. En el mutante Ctrad51-AA la dosis letal media fue menor
significativamente comparada con lo reportado en este estudio para C. albicans y en la
literatura para C. tropicalis, aunque seria necesario realizar mas ensayos con un mayor
namero de dosis. También, seria interesante conocer el porcentaje de supervivencia de
los ratones a diferentes dosis asi como la LDs, de la cepa de C. tropicalis MYA3404 (de
et al. 1992; Fromtling et al. 1987; Miller & Ulrich 2001; Ramakrishnan 2016; Wang et al.
2010; Wingard et al. 1982).
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Nuestros resultados sugieren que el mutante nulo Ctrad51 resulta
significativamente menos virulento a pesar de asociarse al rifibn con la misma
eficiencia que su cepa parental. Por lo tanto, la inhibicion de los procesos de HR que
implican la invasion de banda mediada por la pRad51, no parece disminuir la
interaccion del hongo con la células renales, a pesar del ligeramente mayor tiempo de
generacion del mutante, pero si interfiere con su letalidad. Symington describié en S.
cerevisiae un grado significativo de recombinacion en mutantes rad51-AA, sugiriendo
gque existen mecanismos alternativos de recombinacién que ocurre en ausencia del gen
RAD51 donde participa la pRad52, por lo que seria interesante conocer cudl de los
mecanismos de letalidad esta comprometido en este mutante, ya que dicho mecanismo
necesitaria procesos de HR como DSBR, SDSA ¢é BIR. La menor asociacion de
Ctrad52-AA con el rifibn podria deberse a su considerable mayor tiempo de
generacién, lo que repercutiria en una menor virulencia. Sin embargo, puesto que la
proteina Rad52 participa en todos los mecanismos de HR, en él mutante Ctrad52-AA
estarian inhibidos los mismos procesos de HR que en el mutante Ctrad51-AA.
Adicionalmente, el mutante Ctrad52-AA seria incapaz de llevar a cabo procesos de HR
gue ocurren en ausencia de la pRad51 (SSA, BIR-independiente de Rad51). Es pues
posible que alguno de estos procesos sea también necesario, 0 coopere

significativamente a la virulencia del hongo en el sistema experimental de raton.
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IX. CONCLUSIONES

La virulencia de los mutantes Ctrad51-AA y Ctrad52-AA fue dependiente de las dosis
administradas. La dosis 1x10°> no generd la muerte en los ratones infectados con las
cepas mutantes, mientras que las dosis 1x10° el mutante Ctrad51-AA fue virulento con
un 30 % de mortalidad al contrario del mutante Ctrad52-AA que no mostré6 mortalidad

en los ratones.

La delecion de los genes RAD51 y RAD52 disminuyé la virulencia de los mutantes en
comparacion con la cepa silvestre MYA3404. Esto podria atribuirse a que los mutantes,
en especial Ctrad52-AA, poseen defectos en procesos de recombinacion homologa, tal
como indica su mayor sensibilidad a diferentes agentes que causan DSBS, su menor
viabilidad y adaptabilidad.

Las cepas silvestres de C. albicans CAF2-1 y C. tropicalis MYA3404 mostraron una
virulencia similar. Sin embargo, el alcance de la infeccién fue distinto para ambas
especies, la colonizacién y la posterior diseminacion por C. albicans fue mas rapida

que por C. tropicalis.
Este modelo ofrece un sistema rapido y reproducible para evaluar la virulencia entre

diferentes cepas de hongos, que lo correlaciona con las observaciones de candidosis

descritas en humanos.
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ANEXO 1

Resultados de la primera fase experimental para la cepa CAF2-1. En la figura 1, se
muestran las 5 dosis administradas y la respuesta a lo largo de 30 dias. Estos
resultados se tomaron como base para establecer el intervalo de las dosis

administradas asi como el tiempo de infeccién a los mutantes.
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CAF2-1 CAF2-1 CAF2-1 CAF2-1

FIGURA 1. Curva de supervivencia. Porcentaje de supervivencia de los ratones inoculados

con la cepa CAF2-1 respecto al tiempo (dias).
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Resultados de las cargar fungicas de la cepa MYA3404 en diferentes 6rganos.
En la figura 2, se observa que el rifidon fue el principal 6rgano en ser colonizado por
este hongo desde las 24 h, seguido por el bazo y el higado donde se registra una
constante carga fungica dentro del periodo post-infeccion. Estos datos se tomaron en
consideracion para establecer al rifion como el 6rgano principalmente afectado y con

una mayor colonizacion desde las 24 horas post-infeccion.

B 72h
l 48h

LogUFC /g de 6rgano

FIGURA 2. Capacidad de colonizacion de la cepa MYA3404 a diferentes 6rganos. Los
datos corresponden al Log UFC por g de 6rgano respecto al tiempo post-infeccion (24, 48 'y 72
h) de la cepa MYA3404.
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Resultados obtenidos de la determinacion de las UFC por gramo de rifién en
diferentes medios de cultivo para la cepa MYA3404. Se observo que en el medio rico
YPD como en el medio CHROMagar Candida, se encontré un namero similar de UFC a
pesar de que el medio CHROMagar esta adicionado con antibiético que inhibe el
crecimiento de bacterias y algunos hongos, en cuanto al medio mycosel se obtuvo un
bajo conteo de UFC esto podria deberse a los antibiéticos adicionados que retardan o

inhiben el crecimiento.

B 24h
B 48h

Log UFC / gramo de rifidén

-
Micosel CHROMagar Candia

FIGURA 3. Capacidad de colonizacion de la cepa MYA3404 a rifién. Los datos que se
muestran corresponden al Log UFC por gramo de rifién respecto al tiempo post-infeccion (24,

48 y 72 h) en diferentes medios de cultivo.
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ANEXO 2

Calculos efectuados para la obtencién de la dosis media efectiva para la cepa CAF2-1.

TABLA 1. Determinacion de la LDsgcon el método Reed Muench para CAF2-1.

Raton Total acumulativo Porcentaje de
Dilucion .
Muertos  Vivos Muertos  Supervivientes  Total mortalidad
10000 3 7 3 14 17 17.65
100000 5 5 8 7 15 53.33
1000000 8 2 16 18 88.89
10000000 10 0 26 26 100

TABLA 2. Determinacién de la LDsy con el método Sperman Karber para CAF2-1.

L Logio Ratones Proporcion
Dilucién S - -
dilucion namero Vivos muertos muertos
10000000 7 10 1
1000000 6 10 8 0.8
100000 5 10 5 0.8
10000 4 10 3 0.3
TABLA 3. Porcentaje dosis-respuesta para CAF2-1 método Probit.
Porcentaje Clal 95 %
. Log dosis Error estandar
mortalidad Inferir Superior
10 3.28 0.62 0.50 4.10
20 3.81 0.48 1.74 4.48
30 4.19 0.40 2.61 4,78
40 451 0.34 3.31 5.07
50 4.82 0.30 3.92 5.39
60 5.12 0.28 4.44 5.81
70 5.44 0.30 4.87 6.37
80 5.83 0.35 5.26 7.15
90 6.35 0.47 5.70 8.33
99 7.61 0.80 6.58 11.30

59



Célculos efectuados para la determinacion de la dosis media efectiva para el mutante
Ctrad51-AA.

TABLA 4. Determinacién de LDs, con el método Reed Muench para Ctrad51-AA.

o Ratdn Total acumulativo Porcentaje de
Dilucién : — _
Muertos  Vivos Muertos  Supervivientes  Total mortalidad
100000 0 10 0 17 17 0
1000000 3 7 3 7 10 30
10000000 10 0 13 0 13 100

TABLA 5. Determinacion de LDso método Sperman Karber para el mutante Ctrad51-AA.

Logio Ratones Proporcion
Dilucién o
dilucién namero Vivos muertos muertos
10000000 7 10 10 0 1
1000000 6 10 3 7 0.3
100000 5 10 0 10 0.0

TABLA 6. Porcentaje dosis-respuesta para el mutante Ctrad51-AA método Probit.

Porcentaje de Clal 95 %
. Log dosis Error estandar
mortalidad Inferior Superior
10 5.27 0.27 4.22 5.68
20 5.54 0.22 4.78 5.91
30 5.74 0.20 5.14 6.11
40 5.90 0.19 5.42 6.31
50 6.06 0.19 5.65 6.54
60 6.21 0.20 5.84 6.80
70 6.38 0.22 6.01 7.11
80 6.57 0.25 6.19 7.50
90 6.84 0.31 6.41 8.07
99 7.48 0.47 6.86 9.48
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