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Analisis proteomico de la matriz extracelular (ME) de biopeliculas formadas por
mutantes del hongo Candida albicans para genes que codifican proteinas que con-
tienen el dominio CFEM rico en cisteina y genes implicados en glicosilacion
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Introduccion

Candida albicans es un hongo patdgeno oportu-
nista capaz de producir graves infecciones sistémi-
cas en individuos inmunocomprometidos. Entre los
atributos biologicos que le confieren a C. albicans
su potencial patogénico, la capacidad de formar
biopeliculas parece jugar un papel esencial. Las
biopeliculas son comunidades celulares altamente
organizadas con una compleja estructura tridimen-
sional, adheridas a un sustrato sélido (bioldgico o
no bioldgico), en la que las células se encuentran
embebidas en una matriz exocelular (ME) formada
por polisacaridos, proteinas y otros componentes
minoritarios. La ME juega un papel critico en el
mantenimiento de la integridad estructural de las
biopeliculas y en la proteccion de las células frente a
factores externos adversos como el sistema inmuni-
tario y/o el tratamiento con antimicrobianos [1]. Por
lo tanto, un mejor conocimiento a nivel molecular
y funcional de los constituyentes mayoritarios de la
ME podria ser esencial en el desarrollo de nuevas
estrategias para el diagndstico, prevencion y control
de las candidiasis [2].

La formacion de biopeliculas es un proceso bio-
logico muy complejo durante el cual las células
fingicas deben establecer multiples interacciones
con el entorno ambiental. En este contexto, se ha
descrito la presencia en C. albicans de una familia
de proteinas que contienen un dominio formado
por 8 cisteinas, denominado CFEM (common in
several fungal extracellular membrane proteins), y
que pueden actuar como receptores de superficie,
en transduccion de sefiales, y como moléculas de
adhesion en las interacciones huésped-parasito [3].
Nuestro grupo dispone de una coleccion de cepas
con mutaciones en genes que codifica la sintesis de
proteinas de la familia CFEM, en concreto los genes

PGAI10 (también designado como RBT51 y HPBI)y
WAPI1, que forman biopeliculas muy fragiles y con
poca capacidad de adherencia al sustrato (Figura
1) frente a lo observado en la cepa parental CAl4-
URA3 (Fig. 1) [4]. Por otro lado, dado que los re-
sultados descritos en la bibliografia [5] indican que
el componente mayoritario presente en la ME de las
biopeliculas formadas por C. albicans son carbohi-
dratos, también se considero interesante determinar
la capacidad de formar biopeliculas de mutantes de
este hongo deficientes en glicosilacidon. En concre-
to se estudiaron mutantes para los genes MNN9 y
ALGS, que al igual que en el caso anterior formaron
biopeliculas muy fragiles y con poca capacidad de
adherencia al sustrato (Figura 1).
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Figura 1. Aspecto macroscopico de las biopeliculas forma-
das por las diferentes cepas de C. albicans analizadas.

Material y métodos

Biopeliculas de 48 h formadas por las cepas de
C. albicans analizadas fueron tratadas con etanol al
60% durante 60 min. Los extractos etanolicos resul-
tantes fueron concentrados mediante liofilizacion,
valorandose su concentracion proteica mediante el
método de Bradford [6]. Seguidamente se determi-
no el patron polipeptidico asociado a cada extracto
mediante electroforesis bidimensional en geles de
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poliacrilamida del 12% (en la segunda dimension).
Los perfiles proteicos se muestran en la Figura 2.

CAIl4-URA3

Figura 2. Andlisis mediante electroforesis bidimensional
en geles de poliacrilamida de los extractos obtenidos por
tratamiento con etanol al 60% de las biopeliculas formadas
por las diferentes cepas de C. albicans estudiadas y que se
muestran en la Fig. 1.

Resultados y Conclusiones

El analisis comparativo de los diferentes extrac-
tos ha puesto puso de manifiesto la existencia de
diferencias cualitativas y cuantitativas en los respec-
tivos perfiles proteicos (Figura 2), detectandose es-
pecies que se expresan diferencial y/o mayoritaria-
mente en la ME de la cepa parental (CAI4-URA3) o
de las cepas mutantes para los genes PGA10, WAPI,
MNNY9 y ALGS. La identidad de estos polipéptidos
esta siendo investigada en estos momentos mediante
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analisis protedmico por espectrometria de masas
(MALDI/MALDI-TOF).
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