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De izquierda a derecha, V. Urrialde, AD. Prieto, B. Huertas, E. van de Plassche, I. Correia, E. Romdn,
R. Diez Orejas, R. Alonso-Monge, J. Pla y C. Gémez-Pavén.

Nuestro grupo de trabajo lleva muchos afios dedican-  nuestra microbiota, comportandose como un comensal, y
dose al estudio de una levadura patdgena del ser huma-  tan solo en condiciones en las que se produce una altera-
no, Candida albicans. Este microorganismo forma parte de  cion de las defensas del huésped, principalmente de tipo
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inmunolégico, puede producirnos enfermedades que se lla-
man, colectivamente, candidiasis. Aunque las infecciones
fngicas no tienen la relevancia de las bacterianas, prin-
cipalmente debido a su menor incidencia, pueden ser de
enorme gravedad en ciertas situaciones. En palabras de un
médico clinico, cuando un paciente trasplantado o con una
deficiencia genética grave adquiere una de estas infeccio-
nes puede llegar a convertirse en una auténtica «placa de
Petri» que permite el crecimiento incontrolado del microor-
ganismo. C. albicans es, probablemente, el mejor modelo de
hongo patdgeno que existe hoy dia. Es un microorganismo
facil de cultivar en el laboratorio, aunque presentaba hasta
hace pocos afos una serie de inconvenientes que dificul-
taba su manipulacion genética, tales como su diploidia,
ausencia de ciclo sexual y la ausencia de plasmidos natu-
rales. En la actualidad, sin embargo, se ha secuenciado su
genoma y se han descrito numerosas herramientas (parte
de ellas por nuestro grupo de trabajo) tales como genes
reporteros (Figura 1), sistemas de expresion regulada o de
delecion génica. Presenta ademas, el fendmeno del dimor-
fismo, proceso por el cual la forma de levadura cambia a
forma hifal, lo que le permite invadir y escapar a la accion
de las células fagociticas.

Nuestro grupo se ha centrado, desde hace bastan-
tes afios ya, en el estudio de las rutas de sefializacion
mediadas por quinasas de tipo MAP en este hongo. La
linea empezd a dar sus frutos cuando Federico Nava-
rro, que actualmente lleva una linea de investigacion en
microorganismos ambientales en nuestro Departamento,
clond el homoélogo del gen SLT2 de Saccharomyces cere-
visiae, con el que la profesora M. Molina desarrollaba
un trabajo sobre genes de autolisis en levadura iniciado
afos atras por los Dres. C. Nombela y A. Duran. Estas
rutas, de las que se conocen cuatro hasta el momento
en C. albicans, desencadenan respuestas celulares fren-
te a situaciones de estrés muy diversas, como cambios
en la osmolaridad del medio, en el potencial redox o
dafios en la superficie de la célula flngica. Su activa-
cion por fosforilacion permite al hongo desencadenar una
respuesta transcripcional y asi adaptarse y sobrevivir a
dichos cambios. Desde el punto de vista funcional, son
muy especificas del estimulo inicial y existen estrechas
interconexiones entre sus elementos que regulan su acti-
vacion, inhibicion o desactivacion. Su enorme comple-
jidad funcional las convierte en un auténtico «sistema
nervioso» del hongo, esencial para percibir el entorno y
los cambios que en él se producen.

Nuestros proyectos en los dltimos afios han sido sub-
vencionados tanto por programas nacionales (Programa
Nacional de Biotecnologia) como transnacionales (ERA-
NET-Pathogenomics) y han ido encaminados a identificar,
en primer lugar, los elementos que intervienen en estas
rutas, utilizando en buena medida, la levadura no patogena
S. cerevisiae como hospedador genético. Una segunda etapa
ha consistido en caracterizar su papel en el funcionamiento
del hongo, y en especial en tres procesos como son 1) la
transicion dimérfica, responsable del cambio de morfologia
de levadura a hifa; 2) la construccién de la pared celular,

Fig. 1. Placa de Petri en la que muestran colonias
de C. albicans que portan un gen reportero que
emite fluorescencia verde (GFP, color blanco) y roja
(DsRed, rojo). Tesis de AD. Prieto.

estructura de enorme importancia como mediador de la
interaccion con las células del hospedador y posible dia-
na de antif(ingicos y 3) la respuesta de defensa frente a
dafios oxidativos, de gran importancia para el control de la
infeccion por células inmunitarias. Algunas de estas rutas
regulan la transicion dimoérfica, la construccion de la pared
celular y la capacidad de responder al dafio oxidativo, lo
que parece explicar su menor virulencia en ciertos modelos
animales.

En nuestro trabajo, utilizamos diferentes aproximacio-
nes experimentales y metodologias. La genética ha sido
—y es— esencial para la construccion de cepas, mientras
que usamos la bioquimica, la inmunodeteccion en geles de
acrilamida o la citometria de flujo para la cuantificacion
de la activacion de dichas rutas o la expresion de determi-
nados genes reporteros. Utilizamos también aproximaciones
omicas, como la protedmica o transcriptémica, para carac-
terizar la respuesta global de la levadura en las situaciones
de estrés celular.

El trabajo con una levadura patégena nos dirige, obvia-
mente, a estudiar aspectos de interés clinico relacionados
con la interaccién con el hospedador. Por ello, y utilizando
los mutantes que vamos generando, analizamos procesos
como la adhesion del hongo, usando diferentes modelos
in vitro y ex vivo o la fagocitosis mediada por macréfagos,
neutrofilos o células dendriticas (ver Figura 2). Igualmen-
te, estamos desarrollando y caracterizando un modelo de
comensalismo en raton, que pensamos supone una buena
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aproximacion metodoldgica para conocer los mecanismos
que condicionan la translocacion de esta levadura a través
del tracto gastrointestinal y su diseminacion hacia 6rganos
internos.

Recientemente, hemos orientado mas nuestro traba-
jo hacia el estudio de la respuesta inmunitaria, crucial
en el control de las candidiasis. Estamos, por ejemplo,
usando cepas obtenidas en nuestro grupo como vehiculos
recombinantes para expresar un antigeno modelo in vivo
y estudiar asi el patron (anticuerpos, tipo de respuesta
celular) de respuesta inmunitaria que produce. También
estamos caracterizando el papel del receptor CCR6 en la
infeccion flingica mediante la utilizacion de ratones knock
out en este receptor. Una de las metas a corto/medio
plazo es desarrollar de herramientas (genes reporteros) y
metodologias experimentales (microscopia o luminiscen-
cia) para poder visualizar in vivo el curso de una infeccion
fangica. Ello creemos que puede ser de gran utilidad el
disefio de estrategias que permitan el control de la infec-
cion flngica.

Nuestro grupo consta de unas 5-10 personas, entre per-
sonal de plantilla, becarios pre y post doctorales y estu-
diantes de altimos cursos de licenciatura, normalmente de
la licenciatura de Farmacia. Ademas, colaboramos cienti-
ficamente con diversos grupos de investigacion, tanto en
nuestro pais como extranjeros, que tienen unas tematicas
afines a las nuestras como los siguientes:

e Dr. E. Herrero, Dept. Ciencias Médicas Basicas, Uni-
versidad de Lleida.

® Dr. JE Pérez Ortin, Dept. De bioquimica, Universidad
deValencia.

® Dr. ML Gily D. Gozalbo, Dept.de Microbiologia y Eco-
logia, Universidad de Valencia.

e Dr. S. Panwar, Jawaharlal Nehru University, Nueva
Delhi, India.

* Dr. R. Calderone, Georgetown University Medical
Center, Washington DC, USA.

e Dr. J. Ernst, Dept. Biologie, Universidad Heinrich
Heine, Dusseldorf, Alemania.

e Dr. U. von Andrian, Dept. de Patologia, Facultad
Medicina, Universidad Harvard, USA.

* Dr. B. Hube, Dept. of Microbial Pathogenicity Mecha-
nisms, Hans-Knoell-Institute,Jena, Alemania.
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