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ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE RT-PCR PARA LA
EVALUACION DE LA EXPRESION DEL GEN ADH1 DE
Candida albicans

RESUMEN

Candida albicans es un microorganismo que forma parte de la microflora normal en
cavidad oral, tracto gastrointestinal y vagina en individuos sanos, sin embargo puede
provocar una gran variedad de infecciones que varian desde superficiales hasta septicemias

principalmente en pacientes inmunocomprometidos.

Conocer los factores de virulencia del microorganismo hace posible determinar, de
manera mas precisa, como se modifica la relacién que establece con su huésped una vez

que los mecanismos de resistencia se han deteriorado.

Los principales factores de virulencia asociados a Candida albicans se relacionan con su
genotipo (secrecion enzimatica, expresion diferencial de genes en respuesta al ambiente,
sintesis de adhesinas), fenotipo (dimorfismo, capacidad para formar biopeliculas) segun el
tipo, el sitio y la naturaleza de las defensas del huésped [17]. El anélisis de los genes que
codifican para proteinas relacionadas con estos procesos (adhesinas e integrinas) asi como
otros genes implicados en la formacion de biofilms y en la interaccion con células del

huésped ha tenido un gran auge en los ultimos afios.

En levaduras y bacterias la principal funcién de la ADH1 (alcohol deshidrogenasa 1) es
reducir a etanol el piruvato resultante de la glicdlisis por medio de la produccién de
acetaldehido como intermediario bajo la siguiente reaccion: Glucosa + 2ADP +2Pi -2
etanol + 2 CO, + 2ATP + 2H,0 [45, 52, 65]. De forma interesante, esta enzima que estaba
asociada Unicamente a reacciones metabdlicas citoplasmaticas se ha relacionado en C.
albicans con la capacidad de producir biofilms y se propone que puede jugar un papel

importante en la adhesion a células del huésped [74].



Con la finalidad de profundizar en el papel que esta proteina desempefia en Candida
albicans, en este trabajo se estandariz6 la técnica de RT-PCR (transcripcion reversa-PCR)

para evaluar los niveles de expresion de este gen.

Inicialmente se compararon diferentes métodos de extraccion de RNA evaluando la
concentracion, pureza asi como la integridad obtenidas. Con ayuda del programa Primer3
se disefiaron dos juegos de iniciadores para amplificar distintas regiones del gen ADH1 de
C. albicans. Finalmente, se estandarizaron las condiciones de PCR que nos permitieron

evaluar los niveles de expresion del gen bajo diferentes condiciones.

Para demostrar que las condiciones seleccionadas eran las dptimas se evalud la
expresion diferencial del gen ADH1 de C. albicans crecida en presencia de extracto
etanolico de propoleo, el cual, previamente se habia demostrado por medio de la técnica de
despliegue diferencial que produce una subexpresion de este gen dependiente del tiempo y
la dosis de exposicion.

La estandarizacion de este método nos permitird en trabajos futuros estudiar la
regulacion de la expresion del gen ADH1 bajo diferentes condiciones de crecimiento de la
levadura relaciondndolo con el proceso de infeccion y como un posible blanco para el

disefio de nuevos antifingicos.



INTRODUCCION

1. Candida albicans

El género Candida estd dentro de la familia Saccharomycetaceae, clase
Saccharomycetes, Filo Ascomycota, Reino Fungi [61,67]. Las especies presentes con mayor
frecuencia en infecciones humanas son Candida albicans, Candida glabrata, Candida

parapsilosis, Candida tropicalis y Candida krusei [27, 57].

Suele presentarse como una célula oval levaduriforme de 2 a 4 um, con paredes finas;
sin embargo, en tejidos infectados también se han identificado formas filamentosas de
longitud variable, con extremos redondos de 3 a 5 um de diametro y pseudohifas, que son
células alargadas de levadura que permanecen unidas entre si. Las levaduras o blastosporas
son microorganismos eucarioticos, las cuales se reproducen asexualmente por un proceso
especifico de division celular conocido como gemacion. Este proceso de division implica la
produccién de nuevo material celular proveniente de la superficie de la blastospora. Cuando
el brote o yema ha crecido y se encuentra en su tamafio 6ptimo, se suscita la division
celular y se forma un tabique o septo entre las dos células. La forma filamentosa del hongo
(hifa), es una estructura microscopica tubular, la cual contiene multiples unidades celulares
divididas por septos y puede surgir a partir de blastosporas o de hifas existentes. Esta crece
continuamente por extension apical. La apariencia microscopica de todas las especies de
Candida es similar; todas las levaduras son Gram positivas, pero en algunas ocasiones la

forma de las blastosporas puede variar de ovoide a elongada o esférica [8, 30, 69].



1.1 Composicion de la pared celular

Aproximadamente del 80 al 90% de la pared celular de C. albicans son hidratos de
carbono. Tres componentes basicos representan los principales polisacaridos de la pared
celular: los polimeros de glucosa ramificados con uniones 1,3-f y 1,6-B (B-glucanos),
polimeros no ramificados de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc), con enlaces 1,4-
B glucano-quitina, y polimeros de manosa (mananos) covalentemente asociados con las
proteinas (glicoproteinas y manoproteinas). Ademas, la pared celular contiene proteinas (de
un 6 a un 25%) y pequefias cantidades de lipidos (1 a 7%). Los polimeros microfibrilares
(B-glucanos y quitina) representan los componentes estructurales de la pared, ellos forman
un esqueleto rigido que proporciona fuertes propiedades fisicas de la célula. Desde un
punto de vista cuantitativo, los 3-glucanos son el constituyente principal, con un 47 a 60%
en peso de la pared celular. La quitina presenta menor cantidad (0,6 a 9%), sin embargo, es
un importante componente de la pared celular de C. albicans. Por otra parte, los polimeros
de manosa (mananos), no existen como tal sino que se encuentran en asociacion covalente
con proteinas (manoproteinas) y representan alrededor del 40% del total de polisacaridos
siendo el material principal de la matriz de la de la pared celular. El término "manano™ se
ha utilizado también para referirse a los principales componentes inmunodominantes
solubles presentes en la capa de la pared celular externa de C. albicans, llamados
fosfomanoproteinas o complejos fosfopeptidomananos. Esta fraccion de la pared celular
contiene homopolimeros de D-manosa (como el componente principal), proteina de 3 a 5%,
y 1 a 2% fosfato [6, 8, 16, 26, 28, 52, 71, 83].

1.2 Candidiasis

La candidiasis es una infeccion primaria o secundaria causada por un miembro del
género Candida. La enfermedad es causada generalmente por Candida albicans, las
manifestaciones clinicas de la enfermedad son muy variadas, desde aguda, subaguda y
cronica a episadica. Su nivel de profundidad o sistematizacion no depende tanto del agente
etioldgico en si, sino del factor predisponerte con el que se asocie. También se le conoce

como candidiasis, moniliasis, muguet, algodoncillo, blastomicosis. Las variedades clinicas



que se presentan, se muestran en el cuadro 1[8, 30, 43, 69, 71, 80].

Cuadro 1. Diferentes tipos de Candidiasis segn su localizacion [8].

CANDIDIASIS

TIPO CLINICO

CARACTERISTICAS

CUADRO CLINICO

MUCOCUTANEA

Oral

Genital

a) Vaginitis candiddsica
b) Balanitis o balano-
postitis

Gastrointestinal
a) Esofagitis

b) Gastritis

c) Peritonitis

Respiratorias
a) Broncopulmonar
b) Pulmonar

Es frecuente en nifios recién nacidos
por su bajo pH, y se obtiene por un
fuerte indculo de la madre a través del
canal del parto, sobre todo cuando ésta
ha presentado candidiasis vaginal en el
Gltimo tercio del embarazo. En los
adultos se manifiesta en diabéticos o
porsteriores a tratamientos
antibacterianos prolongados.

a) Es la infeccion mas frecuente,
recurrente y molesta que afecta el
aparato genital de la mujer, se presenta
normalmente en la edad productiva,
aunque es posible verla en nifias recién
nacidas, esto es atribuible por los altos
niveles hormonales heredados de la
madre y a la colonizacion de las
mucosas durante el parto.

b) La mayor parte de los casos
provienen de relaciones sexuales con la
pareja que cursa con vaginitis por
Candida. Es también frecuente en
pacientes diabéticos 0
inmunosuprimidos.

a) Proviene por lo regular de la
candidiasis oral, es comUn en pacientes
leucémicos, diabéticos descompensados,
etc.

b) Esta entidad es extraordinariamente
rara debido al pH &cido que tiene el
estbmago y solamente se presenta en
cadidiasis generalizadas.

¢) Por la abundante colonizacién de
Candida en intestino, la entidad se
puede asociar a pacientes con Ulceras o
con frecuente es la diarrea, que
facilmente se confunde con cuadros
parasitarios (amibiasis).

a) Es una enfermedad crénica y
frecuente en pacientes
inmunodeprimidos, se ha visto en nifios
con fibrosis quistica.

b) Es menos frecuente que la bronquial,
su curso es mas agudo y grave.
Habitualmente se caracteriza por ataque
al estado general del paciente, y casi
siempre se asocia con padecimientos o
enfermedades que abaten severamente a
al respuesta inmune.

La sintomatologia mas comln es
ardor y dolor, que por lo general
impiden la alimentacion sobre todo en
los nifios.

a) Se presenta con abundante exudado
blanquecino (leucorrea), espeso,
grumoso, no fétido. La mucosa
generalmente se encuentra eritematosa,
inflamada y las pacientes refieren
intenso prurito y ardor vulvar. A nivel
de la vagina existen leucoplacas de
bordes definidos, con fondo
eritematosos; cuando el cuadro se hace
crénico la  leucorrea  tiende a
desaparecer, para quedar con ardor.

b) El cuadro clinico caracteristico es el
de una balanitis superficial, constituida
por eritema, micropustulas, erosiones y
fisuras; pueden presentarse leucoplacas
a través de todo el glande y surco
balano-prepucial. En raros casos puede
afectar el epitelio uretral, o bien
extenderse a escroto y region
inguinocrural, sobre todo cuando se
emplea corticoterapia.

a) A la esofagoscopia se observan
placas blanquecinas similares a las

orales, con fondo eritematoso. La
sintomatologia mas frecuente es:
disfagia, nauseas y vomitos; los

pacientes refieren ardor y dolor que
dificultan la alimentacion.

b) El mayor nimero de casos se
observan en autopsias, la morfologia
caracteristica es de placas blanquecinas
de fondo eritematoso y pequefas
Ulceras.

a) No afecta el estado general del
paciente y se caracteriza por la presencia
de tos constante con expectoracion
mucoide o gelatinosa. La parasitacion se
presenta en todo el arbol bronquial y en
ocasiones genera cuadros de
hipersensibilidad inmunolégica.

b) El cuadro clinico esta constituido por
abundante tos con  expectoracion
mucoide y sanguinolenta, disnea, dolor
toracido y febricula nocturna. Se puede
afectar dos o mas I6bulos del pulmén y
en ocasiones cursa con derrame pleural;
a la exploraciéon fisica es posible
escuchar algunos estertores.




CANDIDIASIS

TIPO CLINICO

CARACTERISTICAS

CUADRO CLINICO

CUTANEA

Muco cutanea-
cronica

Intertrigos

Onicomicosis
a) Con perionixis
b) Con onicolisi

Del area del pafial

Pustulosis cutanea

Granuloma

Esta variedad casi es exclusiva
de nifios con ciertos desérdenes
genéticos, defectos en la funcion
del timo, que por lo general
conllevan a alteraciones a nivel de
la inmunidad celular.

Candida albicans y otras
especies por lo regular no forman
parte de la flora habitual de piel,
debido a esto la candidiasis cutanea
es mas rara que la de mucosas;
influyen algunos factores para que
se presente, como son maceracion
y humedad de la piel.

a) Es la forma méas comun (70%), y
a diferencia de la tifia de las ufias,
se inicia en el borde proximal o
lateral; se presenta con inflamacion
alrededor de la ufia (perionixis),
dando una zona eritematosa; los
pacientes refieren escaso prurito y
dolor a la palpacion.

b) Es la segunda variedad y menos
frecuente (30%), se inicia por el
borde libre  provocando el
desprendimiento de la ufia
(onicolisis) de manera que uno
puede introducir facilmente el
bisturi. La ufia se hace opaca y
estriada.

Se origina a partir de la
dermatitis del é&rea del pafal,
debido a que la orina mantiene
himeda esta zona, ademas se
genera irritacion de la piel, porque
la urea al degradarse se transforma
en amoniaco, sustancia sumamente
alcalina. Esta entidad es favorecida
por el uso de multiples pomadas,
sobre todo con esteroides que
provocan una rapida colonizacion
en regiones gluteas, genitales e
inguinales.

Es una entidad nueva y rara,
que se presenta sobre todo en
pacientes adultos jovenes adictos a
las drogas, en particular las
administradas por via parenteral
como la heroina.

Es una variedad rara, se observa
sobre todo en nifios como severos
defectos de la inmunidad celular y
en adultos con diabetes mellitus
descompensada.

Las lesiones se presentan en todo el
cuerpo y mucosas; en piel pueden ser
granulomatosas. Esta entidad es dificil
de currar.

Es habitual en barba, cuero
cabelludo y axilas, donde aparecen
lesiones pustulosas y/o nodulares. Se
cree que Candida penetra por via
exogena, por el uso de jeringas no
estériles, posteriormente se disemina a
piel.

Las lesiones se pueden presentar en
cualquier parte de la piel dando lesiones
verrucosas, vegetantes que se ulceran.
A la histopatologia se observa un claro
proceso de granuloma tuberculoide.




CANDIDIASIS

TIPO CLINICO

CARACTERISTICAS

CUADRO CLINICO

SISTEMICA
0]
PROFUNDA

Tracto urinario

Endocarditis

Meningitis

Septisemia

Se asocia sobre todo en
pacientes  con  corticoterapia,
diabéticos y cateterismo. Es mas
frecuente en mujeres (5:1). El
tracto urinario se ve afectado en
forma de placas blanquecinas y en
pocas ocasiones puede llegar hasta
rifidén produciendo una
pielonefritis.

Es comin en drogadictos
heroindmanos que se administran
la droga por via parenteral con
jeringas no estériles; en pacientes
con cateterismo crdnico, que dan
paso a la candidiasis 'y
posteriormente a la afeccion
cadiaca, y CUltimamente se ha
observado en pacientes con cirugia
cardiaca.

Son raras y casi siempre
comunes en pacientes leucémicos,
diabéticos o tratados con
corticoesteroides sistémicos.

Es una entidad rara, propia de
pacientes severamente
inmunosuprimidos.

Se puede presentar fiebre moderada,
soplos, esplenomegaliay tienen gran
tendencia a la embolia. Su diagnostico
es dificil y debe realizarse por el
aislamiento del hongo en sangre
(hemocultivos), asi como de algunas
pruebas seroldgicas.

La meningitis candidosica es similar
a la bacteriana y se presenta con intensa

cefalea, rigidez de nuca, fiebre
intermitente. Los pacientes refieren
vértigo, estupor y pueden llegar

facilmente al estado de coma.

Su sintomatologia es bastante vaga,
presentandose al estado general, fiebre y
escalofrios; se confunde facilmente con
septicemias bacterianas.




1.3 Factores de virulencia

Candida albicans tiene varios factores de virulencia para colonizar al huésped y
ocasionar dafio de forma directa, al activar, resistir o desviar los mecanismos de defensa del
mismo. Los factores de virulencia expresados o requeridos por el microorganismo para
causar infeccién pueden variar segun el tipo, el sitio y la naturaleza de las defensas del
huésped. El delicado equilibrio entre este ultimo y el hongo patégeno puede convertirse en
una relacion paréasita y resultar en enfermedad grave. Existen diversos factores potenciales
de virulencia, como la morfologia celular, la actividad enzimatica extracelular, el cambio
fenotipico y los factores de adhesion, que favorecen la formacion de biopeliculas. A

continuacion se describen, de manera independiente y breve cada uno de ellos [16, 60].

1.3.1 Patogenia

La candidiasis es una enfermedad oportunista que requiere forzosamente de factores
predisponentes, la mayoria de las veces se origina de manera enddgena, casi siempre
atribuible a dos procesos:

a) Por el desequilibrio de la flora microbiana, que hace que se incremente la presencia
de levaduras como Candida, esto se puede deber a cambios de pH, acumulos de
nutrientes como el glucégeno o por disminucién de la flora bacteriana por
antibioticos.

b) Por enfermedades o procesos que influyen en la respuesta inmune, sobre todo a
nivel celular, por ejemplo defectos en polimorfonucleares (PMN) y células T y B.

Los casos exdgenos siempre se inician por el ingreso al organismo de grandes cantidades
de levaduras, por ejemplo por cateterismo o drogadiccién ya que los microorganismos se

inoculan directamente al torrente circulatorio [8].



1.3.2 Dimorfismo

Los términos "dimorfismo" y "hongo dimorfico", implican que el hongo puede presentar
dos morfologias distintas, sin embargo, en Candida albicans la morfologia va de la forma
ovoide de las blastoconidias (levadura) a hifas, por lo que podria considerarse un
organismo polimorfico ya que se refiere a la transicion entre las levaduras (unicelulares) y
la forma de crecimiento filamentosa del microorganismo, que puede convertirse de forma
reversible a células de levadura, con crecimiento de hifa o pseudohifa. La pared celular es
la estructura responsable en Gltima instancia de una morfologia determinada. C. albicans
puede reproducirse por gemacién, dando lugar a la formacién de células levaduriformes
(también denominadas blastosporas o blastoconidias). Bajo ciertas condiciones no éptimas
de crecimiento, C. albicans forma clamidosporas, de forma redonda, las esporas
refringentes con una pared celular gruesa. Estas transiciones morfol6gicas a menudo
representan una respuesta del hongo al medio ambiente y para adaptarse a diferentes
nichos bioldgicos. La transicién de un comensal a un estilo de vida patégeno también puede
involucrar cambios en las condiciones ambientales y la dispersion en el huésped humano
[14, 15, 16].

1.3.3 Enzimas

Las enzimas tienen la capacidad de romper polimeros que proporcionan nutrientes
accesibles para el crecimiento de los hongos, le permiten introducirse a la célula huésped.
Las principales enzimas extracelulares relacionadas con la patogénesis de Candida son las

proteasas, fosfolipasas y lipasas [14, 16, 91].

1.3.3.1Proteasas

En Candida albicans se han descrito varios miembros de una gran familia de enzimas de
secrecion aspartil proteasas (SAP), que han sido bastante estudiadas en estos hongos. En
particular, las aspartil proteasas secretadas (SAPs) son codificadas por los genes de la

familia SAP, cuenta con diez miembros y estd regulada diferencialmente; ademas, sus



distintos miembros se expresan bajo una variedad de condiciones de crecimiento de
laboratorio y durante las infecciones experimentales in vivo e in vitro. La contribucion de
las SAPs a la patogénesis de Candida albicans se ha demostrado con el uso de mutantes e
inhibidores de proteasas. La presencia de los genes de la familia SAP en Candida albicans
proporciona al hongo un sistema proteolitico eficiente y flexible que puede garantizar su
éxito como patdgeno oportunista. Se ha demostrado que SAP1-3 y SAP6 son importantes
en la infeccion oral, mientras que SAP1 y SAP2 lo son en la candidiasis vaginal. El papel
de dichas enzimas es esencial en las infecciones de mucosas en las fases iniciales, pero no
cuando el hongo es infiltrado en los vasos sanguineos. Asimismo, hay pruebas clinicas que

correlacionan la secrecion de estas enzimas con la candidiasis vaginal [9, 16, 21, 22, ].

1.3.3.2 Fosfolipasas

Las fosfolipasas son enzimas secretadas que estan relacionadas con la patogenia de
Candida albicans. Se han identificado cuatro fosfolipasas (PLA, PLB, PLC y PLD), de las
cuales solo la PLB1 ha demostrado ser necesaria para la virulencia en modelo animal de
candidiasis. Una cepa con la eliminacién de este gen reduce su virulencia hasta en 60%,
comparada con la cepa silvestre. La PLB1A es una glucoproteina de 84 kDa, que tiene
actividad de hidrolasa y lisofosfolipasa transacilasa. Se secreta y detecta en la punta de las
hifas durante la invasion a los tejidos [12, 13, 16, 17, 18, 33, 42, 87].

1.3.3.3 Lipasas

Las lipasas secretadas por Candida albicans estan codificadas por una familia de genes
con al menos 10 miembros (LIP1-LIP10). El patron de expresion fue investigado en
infecciones experimentales y en pacientes que sufren candidiasis oral. Se ha demostrado
que la expresion de esos genes depende del estado de infeccion, mas que de la localizacion
del 6rgano [12, 16, 17, 81].



1.3.4 Adhesinas

Otro importante factor de virulenica es la capacidad adherente de la levadura a las
células del huésped. Las cepas adherentes de C. albicans son mas patogenas que las que

tienen fenotipo menos adherente [12, 16, 17].

Una adhesina es una biomolécula que promueve la adherencia de C. albicans a las
células del huésped o a sus ligandos especificos. Se tienen descrito proteinas de C. albicans
que se unen a varias proteinas de la matriz extracelular de las células de mamifero, como
fibronectina, laminina, fibrindgeno y colageno tipo | y IV. Existen diferentes tipos de
adhesinas en Candida, como Als, Hwplp, Intlp y Mntlp [12, 16, 17, 22, 82].

1.3.4.1Als

Los genes de la familia Als (del inglés agglutination- like secuence) de Candida albicans
codifican glucoproteinas grandes de la superficie celular que estan relacionadas con el
proceso de adhesion a las células del huésped. Estos genes también se encuentran en otras

especies de Candida que fueron aislados de muestras clinicas [12, 16, 17, 41, 47].

La familia Als tiene caracteristicas tipicas de proteinas de secrecién y un residuo
carboxilo hidrofobico terminal que se ancla a un glucosilfosfatidilinositol. El ligando de
union se asocia con el residuo amino terminal de la proteina. Las proteinas Als estan
densamente N- y O-glucosiladas, sobre todo en la region de repeticion variable rica en

serina/treonina y en los dominios carboxilo terminal [12, 16, 17].

Los genes Als se describieron primero en C. albicans y esta familia incluye, al menos,
nueve genes. Cada gen Als tiene una estructura similar de tres dominios, incluyendo un
dominio 5° de 1299 a 1308 pb, similar en 55 a 90% entre los componentes de la familia, un
dominio central con un numero variable de secuencias repetidas de 108 pb y un dominio 3’

con una longitud relativamente variable entre los genes de esta familia. EI dominio de



repeticion variable incluye una secuencia interna de cinco aminoacidos: Val-Ala-Ser-Glu-
Ser [12, 16, 17, 41, 47].

La expresion de los genes Als se ha analizado por inmunohistoquimica in vivo en tejidos
de enfermedad diseminada en raton. Con esta metodologia se demostré que las proteinas

Als se distribuyen en la superficie celular, mas que en sitios especificos [41, 47].

1.3.4.2 Hwplp

El gen Hwplp (del inglés hyphal- and germ- tube specific gene) codifica una
manoproteina de la superficie externa que se cree se orienta por su dominio amino terminal
expuesto hacia el espacio extracelular. EI carboxilo terminal se integra de manera covalente
con el B-glucano de la pared celular. La proteina codificada por este gen (Hwplp) sirve
como sustrato de las transglutaminasas y, por lo tanto, la union de la hifa de C. albicans a
las células epiteliales de la boca deberia ser estable, covalente y no revertirse por el uso de

agentes que interrumpen la unién no covalente [12, 16, 17].

1.3.4.3 Intlp

El gen Intlp (putative integrin gene) de Candida albicans se une a varios ligandos de las
proteinas de la matriz extracelular, con fibronectina, laminina y colagenas tipo | y IV. Las
cepas en deleccion de los los genes Intl son menos virulentas o se adhieren con mas
lentitud a las lineas celulares epiteliales. También tienen deficiencias en la filamentacién en
su crecimiento en leche-tween y agar Spider, por lo tanto, el gen Intl juega un papel
importante en la adherencia y filamentacion de C. albicans [12, 16, 17, 32].

1.34.4 Mntlp

Las cepas mutantes de C. albicans en las que se han eliminado el gen x-1,2 manosil

tranferasa (Mntl) son menos capaces de adherirse in vitro y son avirulentas. La

proteina(Mntlp) que codifica a este gen es una proteina de membrana tipo Il que se requiere



para la manosilacién tanto O- y N- en el hongo. Su importancia radica en que los mananos
son el principal constituyente de la pared celular como se habia mencionado [10, 12, 16,
17].

1.3.5 Formacion de biopeliculas

La aparicion de Candida albicans como patégeno nosocomial es importante, ya que es
un factor de riesgo asociado con los procedimientos médicos modernos, sobre todo con el
uso de farmacos inmunosupresores o citotoxicos, de antibidticos potentes que suprimen la
flora bacteriana normal y de los dispositivos implantados de varias clases. Casi siempre, l0s
dispositivos, como catéteres intravasculares o urinarios y tubos endotraqueales, se asocian
con infecciones y se detecta la formacion de biopeliculas en su superficie. Otros
dispositivos, como valvulas cardiacas, marcapasos y reemplazos de articulaciones (cadera o
rodilla), pueden ser infectadas por Candida, generalmente durante el tiempo de su
colocacion [2, 9, 12, 31, 46, 42, 54, 72].

La mayor capacidad de C. albicans para formar biopeliculas en estas superficies es la
razén por la que esta especie es mas patogena que otras como C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis y C. keyfr que no tienen esta capacidad [12].

Una biopelicula es una comunidad de microorganismos unidos irreversiblemente a una
superficie con matriz exopolimérica y muestra propiedades fenotipicas distintivas. En las
biopeliculas, las células desarrollan caracteristicas fenotipicas que son diferentes de sus
contrapartes planctonicas (de flotacion libre), como el incremento en la resistencia a los
agentes antimicrobianos y la proteccion de las defensas del huésped [12, 46, 54, 55, 72].
La formacion de biopeliculas de C. albicans presenta diversas etapas como son la adhesion
inicial de las células de levadura, seguida por la germinacion y formacién de microcolonias,

filamentacion, desarrollo de monocapa, proliferacién y maduracion.

La formacion de biopeliculas se manifiesta en tres etapas: temprana (0 a 11 horas),

intermedia (12 a 30 horas) y madura (38 a 72 horas) (figura 1). La estructura detallada de



las biopeliculas, después de 48 horas de incubacion en catéter, consiste en una densa red de
levaduras, hifas y pseudohifas. Esta mezcla no se ha observado cuando el organismo crece
en medio liquido (células planctonicas) o en una superficie de agar, lo que sugiere que la
morfogénesis se dispara cuando un organismo hace contacto con la superficie y que las
células de la capa basal pueden tener un papel importante en el anclaje de la biopelicula a la
superficie [17, 35, 54, 72].

Matriz exopolimérica 1

!

Hifas y levaduras

Hifa

Células de levadura
@ ;B &
206G @ O

Temprana > Intermedia . Madura

0-12hrs 12 30 hrs 38 -72 hrs

Figura 1. Fases de formacién de biopeliculas de Candida sp in vitro. La morfogenenesis se activa cuando
la levadura entra en contacto con la superficie y la capa de las células basales. Tiene un papel importante de
anclaje de la biopelicula a la superficie, siguiendo el orden: adhesion temprana, crecimiento, proliferacion y
maduracion. [17]

Levadura

2. Gen ADH1

El gen ADH1, codifica para un polipéptido de 350 aminoécidos con funcién de alcohol
deshidrogenasa. Presenta de un 70.5-85.2% de homologia con las alcohol deshidrogenasas
de Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis y Schizosaccharomyces pombe [5],
ademas de que su presencia se extiende a una gran variedad de organismos incluyendo

bacterias, hongos, mamiferos y plantas.

A pesar del papel que desempefia como alcohol deshidrogenasa en citoplasma, estudios
recientes de protedmica la han identificado en la superficie celular, a nivel de pared y
membrana [12, 16, 21]. Se ha agrupado a Adhlp dentro de las proteinas multifuncionales
atipicas ya carece de un péptido sefial que la dirija hacia reticulo endoplasmico y

posteriormente a Golgi y se desconoce el mecanismo por el cual llega hasta la superficie



celular, sin embargo, esta localizacion es compartida con bacterias y protozoarios donde ya
se habia mencionado que debe requerir de un mecanismo de secrecidn no convencional [22,
67, 85].

Se ha descrito que esta proteina puede desempefiar un papel importante en la interaccion
de los hongos con la célula huésped debido a su capacidad de unirse a proteinas de la
matriz extracelular como integrinas y plasmindgeno [20, 51, 52], ademas juega un papel
inmunogénico durante las infecciones [83]. Otra de las funciones que desempefia es como
proteccidn contra el estrés oxidativo, encontrandose una sobre-regulacion por respuesta a

cadmio, sales y estrés [60].

El gen ADH1 presenta expresion diferencial en biopeliculas bacterianas [3, 31] y se ha
observado que bajos niveles de expresion en este gen incrementan la capacidad de C.
albicans para formar biopeliculas in vitro asi como en un modelo de mucosa oral (EHOM)
donde la mutante Adhlp mostrd6 mayor capacidad para penetrar estos tejidos [74]. En
estudios protedmicos se hacen comparaciones entre los niveles de expresion entre
levaduras, hifas y biofilms y han demostrado que estos ultimos presentan los niveles mas
elevados de la proteina [85].

En contraste con lo anterior, en un estudio realizado por Pranab K. et al, (2006)
utilizando un enfoque proteémico, se demostré que la alcohol deshidrogenasa (ADH1p)
presenta menores niveles de expresion en biopeliculas de Candida en relacion con las
células planctonicas (cultivadas en suspension). La mutante ADH1 o el uso de inhibidores
especificos de la enzima (disulfiram o 4-metilpirazol) dan lugar a biopeliculas mas gruesas
in vitro. Para demostrar la relevancia in vivo del papel de ADH1p en la formacion de
biopeliculas para la practica clinica, en el mismo estudio se evalud la capacidad de la
mutante para formar biopeliculas en un modelo de catéter intravenoso colocado en rata, en
el cual encontraron que la supresion de ADH1 también da como resultados un aumento en
la formacién de biopeliculas in vivo. Por otra parte, se utilizaron ensayos in vivo para

demostrar que el etanol inhibe la formacion de biopeliculas [70, 74].



3. EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEO SOBRE LA
EXPRESION DIFERENCIAL DEL GEN ADH1 DE C. albicans.

El prop6leo es una sustancia resinosa que contiene una mezcla de polifenoles,
incluyendo flavonoides aglicanos, acidos fendlicos y sus ésteres, aldehidos fendlicos y
cetonas, asi como azlcares, aminoécidos, vitaminas y una serie de oligoelementos. Es
elaborada por las abejas para el control bioldgico sanitario y el sellado de paredes y
celdillas en las colmenas. Se han reportado varias propiedades farmacologicas, tales como:
bactericida, antiviral, hepatoprotectora, antiinflamatoria, inmunomoduladora, antioxidativa

y analgésica [1, 29, 34].

Diversos autores atribuyen la actividad antibacteriana y antifangica del propodleo a la
presencia de compuestos polares, principalmente fenoles (flavonoides, acidos fendlicos y
sus esteres) sugiriendo que el posible mecanismo de accion esta dado por una inhibicion de
la replicacion del ADN e, indirectamente, la division celular [84].

En trabajos previos realizados en el laboratorio se demostrd que el extracto etandlico de
propdleo, ademas de inhibir el crecimiento de Candida albicans [76], también inhibe la
capacidad de la levadura de formar blastoconidias y presentar el cambio morfogenético,
provocando ademas alteraciones a nivel de membrana y pared celular [86], lo cual coincide

con lo descrito por D"Auria (2003), Mello (2006) y Londofio (en vias de publicacién).

Debido a que consideramos que era muy probable que estos efectos fueran el producto de la
expresion o no de ciertos genes relacionados con dichos procesos, utilizamos la técnica de
despliegue diferencial con la finalidad de identificar los genes de Candida albicans

afectados por la interaccion con el EEP.

Uno de estos genes afectados fué ADHL, el cudl, en presencia del extracto sufrié una

subexpresién dependiente de la dosis y tiempo de exposicion (figura 2).



ADH1

PIK1

Figura 2. Gel representativo del despliegue diferencial de C. albicans tratada con extracto etandlico de
propéleo. EI RNA total de C. albicans fue aislado después de haber sido crecida en presencia de etanol al
70% (carriles 2 y 5), EEP a 0.3 mg/ml (carriles 3 y 6) y 0.6 mg/ml (carriles 4 y 7) por una 1 y 2 horas de
exposicién. Como se puede apreciar hay genes subexpresados (como ADH1 y PIK1), sobreexpresados y sin
alteracion.

AUn y cuando el objetivo de esta tesis no es evaluar el efecto del EEP sobre la expresion
del gen ADH1, tomamos este modelo para demostrar que las condiciones de RT-PCR que
se optimizaron permiten evaluar diferencias en los niveles de expresion de este gen al

corroborar lo encontrado por la técnica de despliegue diferencial.



4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA: PRINCIPIOS BASICOS

4.1 Reaccion de la cadena de polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica in vitro la cual permite
que una secuencia de DNA sea copiada (millones de copias). Ademéas permite alterar el
DNA al introducir enzimas de restriccion en sitios especificos o hacer mutaciones al
realizar cambios en las bases particulares de DNA. EI método de PCR fue ideado por Kary
Mullis y colegas de la Corporacion CETUR en 1983. La PCR es el mayor desarrollo en el
andlisis de DNA. Esta reaccion de amplificacion es la base para una variedad de técnicas de
secuenciacion y etiquetado [37, 62].

4.2 Fundamento

La PCR no es una técnica analitica per se, sino mas bien una metodologia, resultante de
la aplicacion practica de tres conceptos:
1.- Desnaturalizacion del DNA para dar hebras sencillas
2.- Hibridacion especifica de la hebra sencilla con un oligonucleétido. También se conoce
como etapa de templado (disminucién de la temperatura que permite la reasociacion de
hebras sencillas tras la desnaturalizacion térmica, en inglés annnealing).
3.- Replicacién de la hebra sencilla por una DNA polimerasa a partir del oligonucleétido,
también se conoce como elongacion, extension o polimerizacion.
Mediante la aplicacion en forma ciclica de estos tres procesos se consiguen multiples

copias del fragmento de &cido nucleico en un corto espacio de tiempo [59].

Por lo tanto, se basa en la capacidad natural de la DNA polimerasa para replicar hebras
de DNA en direccion 57a 3, utilizando ciclos de alta y baja temperatura para separar las
hebras de DNA recién formadas entre si tras cada fase de replicacién y, a continuacion,

dejar que vuelvan a unirse las polimerasas para duplicarlas [37, 62].



4.3 Componentes de la PCR

Los requisitos de la reaccion son simples:
i) Desoxinucleotidos (ANTP’s) llevan a cabo la sintesis de nuevas cadenas de DNA, estan
presentes en gran exceso y deben ser afiadidos en la reaccion en concentraciones de 50 a
200 uM de cada uno. [37, 62].
ii) Iniciadores (también conocidos como iniciadores, cebadores u oligonucleo6tidos) uno
antisentido (reverse) y otro con sentido (forward), son secuencias artificiales generalmente
de 18 a 30 pares de bases (pb) complementarias al DNA molde y que sirven como el punto
de anclaje para la DNA polimerasa, cada uno complementario a las cadenas opuestas de la
region de DNA a amplificar delimitandola. Los iniciadores se organizan de modo que cada
reaccion de extension el iniciador dirige la sintesis de DNA hacia el otro lado, por lo tanto
el iniciador antisentido dirige la sintesis de una cadena de DNA que puede ser preparado
por el iniciador con sentido y viceversa. Esto da lugar a la sintesis de novo de la region de
DNA flanqueado por dos iniciadores [37, 62].
iii) Magnesio, cataliza la reaccién de la DNA polimerasa, asi como también afecta el
funcionamiento de esta enzima. La concentracion de magnesio tiene un efecto en la
especificidad y en el rendimiento de la amplificacion. Generalmente el exceso de magnesio
da como resultado la acumulacién de productos de amplificacion no especificos e
insuficiente magnesio reduce el rendimiento de amplificacion [37, 62].
iv) Polimerasa, aun y cuando cualquier tipo de polimerasa tiene la capacidad de llevar a
cabo la reaccidn es necesario considerar que va a estar sometida a altas temperaturas en
cada ciclo de la PCR, por lo anterior se prefiere una termoestable (110°C, 230°F) como la
Taqg polimerasa, la cual fue aislada de la bacteria Thermus aquaticus. Su funcién es unir los
dNTP’s por medio de la formacion de un enlace fosfodiester. Esta enzima tiene el
inconveniente de carecer da la actividad correctora (exonucleasa 3°), por lo que la
frecuencia de errores es superior a la de la replicacion alrededor de un error por cada 5000
nucleodtidos incorporados por lo que en la actualidad se cuenta con algunas otras
polimerasas termoestables, por ejemplo poliexon [37, 62].

v) EI DNA molde 6 cDNA, contiene la region del fragmento a amplificar.



4.4 Parametros de la reaccion

La PCR se realiza mediante la incubacion de las muestras a tres temperaturas
correspondientes a los tres pasos de un ciclo de desnaturalizacion, reconocimiento y
extension esquematizados en la figura 3. Cuando se desarroll6 esta técnica estos ciclos se
realizaron de forma manual con bafios de agua pre-establecidos, en la actualidad se realiza

automaticamente con el termociclador [37, 62].

En una reaccion tipica, de doble cadena, el DNA es desnaturalizado con un breve
calentamiento de la muestra a 90-95 °C, temperaturas superiores a la Tm (temperatura de

fusién, del inglés melting temperature) [37, 62].

Con una breve disminucion de la temperatura de entre 40-60 °C, los iniciadores pueden
reconocer a sus secuencias complementarias en el DNA molde. La temperatura a la que el
reconocimiento se realiza depende de la duracién y el contenido de GC de los iniciadores.
Una temperatura de 55 °C es un buen punto de partida para los oligonucledtidos de 20
bases y alrededor del 50% de contenido de GC, incluso temperaturas mas altas pueden ser
necesarias para aumentar la especificidad de los iniciadores. Esta temperatura generalmente
estd por debajo de la Tm. Esta etapa en la mayoria de las ocasiones es determinada

empiricamente [36, 62].

La etapa de amplificacion propiamente dicha (extensién) se da por un calentamiento de
70-75 °C. El tiempo de incubacion varia en funcién de la longitud del fragmento
amplificado. La replicacion transcurre en la direccion 53" empleando como sustrato los
cuatro dNTP’s hasta terminar la lectura del molde o hasta que comience una nueva etapa de
desnaturalizacion. El paso de la extension puede ser eliminado por completo si la

secuencia total es de aproximadamente 150 bases 0 menos [37, 62].

Ademas de las tres etapas anteriores de cada ciclo, comunmente se afiade una etapa
previa y una final al conjunto de todos los ciclos. La previa, a elevada temperatura, sirve
basicamente para inactivar proteasas y nucleasas de la muestra, asi como para asegurar la

desnaturalizacion completa del DNA. La etapa final, por su parte, consiste en una



prolongacion de la Gltima etapa de alargamiento para permitir que se completen todos los
fragmentos [37, 62].

Otro pardmetro importante es el numero de ciclos necesarios para la amplificacion
Optima que varia dependiendo de la cantidad de material y del enfriamiento de cada paso de
amplificacion. En general 25 a 35 ciclos deberia ser suficiente para producir 100 ng de
DNA de una sola copia de la secuencia. Debido a que la acumulacion de copias es
exponencial, después de 35-40 ciclos ya hay una acumulacion de productos y una escasez
de reactivos limitantes como los iniciadores o los dNTP’s alcanzando una fase de meseta.
Cuando se desea comparar los productos resultantes en dos muestras independientes de
forma semicuantitativa, siempre se recurre a optimizar el nimero de ciclos alcanzando
aproximadamente la mitad de la fase exponencial. La literatura reporta que para determinar
los diferentes niveles de expresion se emplean entre 20-30 ciclos para asegurar que se

obtuviera la amplificacion durante la fase logaritmica [37].

La duracion de cada una de las tres etapas de cada ciclo también debe optimizarse
dependiendo de la secuencia a amplificar. La especificidad suele ser muy elevada cuando
hay una buena seleccion de iniciadores, pero se puede optimizar con la temperatura de
alineamiento o la concentracion de Mg [37, 62].
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Figura 3. PCR. Se esquematizan los tres pasos elementales que se llevan acabo en la PCR. [37, 62].

5. RT-PCR

El advenimiento de la PCR en 1986 y la combinacion con la trancriptasa inversa llevo
rapidamente al uso de RT-PCR para la semi-cuantificacion del RNAm. Actualmente es el
método con mayor capacidad de deteccion para la medida de la expresion génica in vitro
después de la PCR en tiempo real [37, 39, 62].

La tecnica es delicadamente sensible y permite el analisis de la expresion génica para
muy pequefias cantidades de mRNA (incluso en el nivel del contenido de una sola célula)
[19, 38, 39] sin embargo se sugiere utilizar una cantidad minima de 107 células, porque

seria mucho mejor para su manipulacion y porque también es conveniente preparar grandes

lotes de células, ya que pueden ser almacenadas a -70 °C para su futuro uso [39, 88]. Por



otra parte, este enfoque puede ser realizado en un gran nimero de muestras y/o muchos

genes diferentes en el mismo experimento.

El paso inicial en la RT-PCR es la produccion de una sola hebra complementaria de
cDNA (DNA complementario) del RNA a través de la reaccion de la enzima retroviral de
la transcriptasa inversa (figura 4). Utilizando una de las dos enzimas, virus de la leucemia
murina Molones (MMLV-RT) o virus aviar mieloblastosis (AMV). La eleccion es en gran
medida de una cuestion de preferencia personal o de costos [19, 39, 89]. Para la AMV
transcriptasa reversa se requiere de una temperatura de incubacion a 42 °C y MMLV

transcriptasa reversa requiere de 37 °C [39].

Los oligonucleotidos son requeridos inicialmente para la sintesis del cDNA. Los
iniciadores se alinean al RNA y el cDNA es extendido hacia la posicion 5 a través de la
DNA polimerasa por la transcriptasa reversa. Los iniciadores son los genes especificos que
contienen al azar todas las posibles combinaciones de nucleotidos de 6-bases de
oligonucleotidos y la unién a todos los RNAs presentes. Los oligonucleotidos consisten en
una plantilla de residuos de desoxitimidina (Oligo dT) que se alinean al final de la regién

poliadenilada 3’ presente en todos los mMRNAs (figura 4) [4, 39].



Molde del RHA

Adicion de primer especificos U Oligo-dT.

Sintesis de la primera hebra de cDHA. Se
sintetiza con la ayuda de la RT. Se
adicionan los dHTP's para formar la nueva
mRNA hebra de cDHA.

cDNA

El molde original de RHA es removido por
la adicion de la RHAsa

El cDNA puede ser amplificado por PCR
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Figura 4. Pasos de la RT-PCR. Para llevar acabo la RT-PCR se necesita obtener RNAm, con la adicién
de la transcriptasa inversa y la adicion de los dNTP’s se forma una nueva hebra de cDNA. EI RNAmM es
removido por la RNasa, dejando la hebra de cDNA, con los iniciadores y la taq polimerasa daré origen a una
cadena complementaria de doble hebra de DNA [39, 89].

6. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

La electroforesis a través de gel de agarosa es un método usado para separar, identificar
y purificar acidos nucleicos (figura 5 A). La técnica es simple, rapida de interpretar y de
resolver fragmentos que difieren un 0.2% de tamafio. La electroforesis ocurre bajo la
influencia de un campo eléctrico: moléculas cargadas semejantes a los acidos nucleicos
migran en la direccion del electrodo con la carga opuesta (4nodo). La movilidad
electroforeética del acido nucleico es determinada por un numero de pardmetros, pero las
moléculas de doble cadena lineal de DNA migran a través de la matriz del gel a una
velocidad que es inversamente proporcional a log 10 de pares de bases, por lo tanto,
moléculas de mayor tamafio migran mas lentamente porque la friccion es grande al hacer el
arrastre (figura 5 B). Otros factores que afectan a la movilidad electroforética incluyen el
valor del pK, la composicion de la base, la concentracion de la matriz del gel, composicion
y fuerza idénica del buffer electoforético, temperatura y la intercalacion del reactivo
bromuro de etidio [11, 93].



La matriz usada para electroforesis deber ser quimicamente inerte, por lo que se ha
escogido a la agarosa, un polimero lineal extraido de algas marinas que forma una matriz de
gel por enlaces de hidrogeno cuando se calienta y se deja enfriar. El gel de agarosa es el
medio mas popular para la separacion de acidos nucleicos de tamafio moderado o largo. La
densidad y la porosidad de la matriz del gel es determinada por la concentracion de agarosa
utilizada, conocida como el porcentaje de agarosa (peso/vol) en el amortiguador. Las
concentraciones tipicas del gel estan dentro del rango de 0.8 a 2.5 % (peso/vol)

dependiendo del tamafio de los fragmentos de DNA a separar (tabla 1) [7].

Tabla 1. Rango de separacion lineal de moléculas de DNA
en diferentes concentraciones de Gel de Agarosa [7]
Concentracion de agarosa  Rango de eficiencia de separacion

(% (peso/vol) linear de moléculas de DNA (Kb)
0.3 5-60
0.6 1-20
0.7 0.8-10
0.9 05-7
1.2 04-6
15 02-3
2.0 01-2

Los dos amortiguadores para electroforesis comunmente utilizados son tris-acetato
(TAE) o tris-borato (TBE) y contienen EDTA en una concentracion aproximada de 50 mM

El pH de estos dos amortiguadores es basico [7].

6.1 Propiedades de los amortiguadores TAE y TBE

TAE: Se usa cuando se requiere recuperar DNA y cuando este es grande (>12kb),

ademas se utiliza para tiempos de corrimiento electroforéticos prolongados (> 1hr) [92].

TBE: Usado para DNA pequefio (<1lkb), al usar este amortiguador hay una
disminucion en la movilidad del DNA, presenta una alta capacidad de recirculacion y es

requerido para tiempos de corrimientos cortos [92].



El método mas comdn para la visualizacién en geles de agarosa es por tincion con
bromuro de etidio (3,8-diamino-6-etil-5-fenil-fenandidio bromo), compuesto fluorescente,
que contiene una estructura quimica plana que se intercala entre las bases apiladas de DNA.
La posicion fija y la proximidad a las bases hace que muestre un incremento en la

fluorescencia [7].

El bromuro de etidio promueve el dafio de los &cidos nucleicos cuando se observan bajo

luz ultravioletra, por lo tanto, si el acido nucleico se va a utilizar en las siguientes

reacciones de visualizacién , el gel deber ser visto con luz ultravioleta de onda larga (300
nm) [7].
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FIGURA 5. A. Se muestra la camara de electroforesis asi como el carril donde se coloca el gel de agarosa,
asi mismo los peines los cuales tienen la funcion de crear los pozos donde se coloca la muestra, se utiliza una
micropipeta la cual ayuda a cargar manualmente las muestras a los pozos, y por ultimo un voltimetro el cual
genera la energia para el corrimiento de las mismas. B. 1 Muestra de DNA, 2 Se coloca la muestra a los pozos
y se colocan dos pares de electrodos colocados a lo largo del perimetro del gel horizontal de agarosa, 3 Los
distintos pares de electrodos son activados secuencialmente durante un determinado tiempo. Este
procedimiento requiere que las moléculas alargadas avancen a través de los canales del gel, en la direccion
que va desde el catodo hacia el anodo. 4 y 5 EI DNA mas corto migra mas rapidamente que los fragmentos
largos produciéndose asi su separacion y que se puedan visualizar en rayos UV. [93]

7. GenBank

GenBank ® es la base de datos de secuencias genéticas del NIH, una coleccién de todas
las secuencias de DNA disponibles al publico ( Nucleic Acids Research, 2011 Jan; 39 (tema
de base de datos): D32-7 ). Hay aproximadamente 126 551 501 141 bases en la secuencia

de los registros de 135,440,924 en las divisiones tradicionales de GenBank vy
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191,401,393,188 bases en la secuencia de 62,715,288 registros en la division de los GTs en
abril de 2011 [96].

Las notas completas para la version actual de GenBank estan disponibles en el sitio FTP
NCBI. Una nueva version se realiza cada dos meses. GenBank es parte de la Colaboracion
Internacional para la base de datos de las secuencias de nucleétidos, que comprende el
Banco de Datos de DNA de Japon (DDBJ), la European Molecular Biology Laboratory
(EMBL), y en el NCBI GenBank. Estas tres organizaciones realizan el intercambio de

datos sobre una base diaria [96]
7.1 Presentaciones de datos en GenBank

Muchas revistas requieren la presentacion de informacion de la secuencia de una base
de datos antes de su publicacion, para que un nimero de acceso pueda aparecer en el

documento. Hay varias opciones para la presentacion de los datos de GenBank:

Banklt, una herramienta de comunicacion basada en la WWW para la presentacion
conveniente y rapida de datos de secuencias

tbl2asn, un programa de linea de comandos, automatiza la creacion de registros para
la presentacion de la secuencia a GenBank utilizando muchas de las mismas funciones que
con lentejuelas. Se utiliza principalmente para la presentacién de genomas completos y

grandes cantidades de secuencias.
7.2 Revision de una secuencia de GenBank

Las revisiones o actualizaciones a las entradas de GenBank se pueden hacer en
cualquier momento. Las actualizaciones deben ser enviadas por correo electronico o el
UpdateMacroSend formulario. Se debe de asegurar dar el numero de acceso de la

secuencia que se actualizara en la GenBank [96].

1.- Buscar GenBank para los identificadores de secuencias y las anotaciones con Entrez
Nucleotide , que se divide en tres divisiones: CoreNucleotide (la coleccion principal),
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dbEST (etiquetas de secuencia expresada), y dbGSS (secuencias del genoma de la

encuesta).

2.- Busca y alinear las secuencias de GenBank a una secuencia de consulta utilizando
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). CoreNucleotide busquedas BLAST, dbEST
y dbGSS de forma independiente.

3.- Busqueda, enlaces, y las secuencias de descarga mediante programacion utilizando
NCBI e-servicios publicos.

7.3 Uso de datos de GenBank

La base de datos GenBank esta disefiado para proporcionar y fomentar el acceso de la
comunidad cientifica a la mayor parte de informacion actualizada y completa la secuencia
del ADN. Por lo tanto, NCBI no impone restricciones sobre el uso o la distribucién de los
datos. Sin embargo, algunos peticionarios pueden solicitar patentes, derechos de autor u
otros derechos de propiedad intelectual en todo o una parte de los datos que han presentado.
NCBI no esta en condiciones de evaluar la validez de tales afirmaciones, y por lo tanto no
pueden proporcionar comentarios 0 permiso sin restricciones sobre el uso, copia o

distribucion de la informacién contenida en el GenBank [96].
8. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Es un programa informatico de alineamiento de secuencias de tipo local, ya sea de
ADN, ARN o de proteinas. El programa es capaz de comparar una secuencia problema
(también denominada en la literatura secuencia query) contra una gran cantidad de
secuencias que se encuentren en una base de datos. El algoritmo encuentra las secuencias
de la base de datos que tienen mayor parecido a la secuencia problema. BLAST es capaz de
calcular la significacion de sus resultados, por lo que nos provee de un parametro para

juzgar los resultados que se obtienen [96]

Normalmente el BLAST es usado para encontrar probables genes homologos. Por lo
general, cuando una nueva secuencia es obtenida, se usa el BLAST para compararla con

otras secuencias que han sido previamente caracterizadas, para asi poder inferir su funcion.
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BLAST es la herramienta mas usada para la anotacion y prediccion funcional de genes o
secuencias proteicas. Muchas variantes han sido creadas para resolver algunos problemas

especificos de busqueda [96].

BLAST es desarrollado por los Institutos Nacionales de Salud del gobierno de EE. UU.,
por lo que es de dominio publico y puede usarse gratuitamente desde el servidor del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI). También estd disponible para ser
instalado localmente. Algunas ventajas de usar el servidor del NCBI son que el usuario no
tiene que mantener ni actualizar las bases de datos y que la busqueda se hace en un cluster
de computadoras, lo que otorga rapidez. Las desventajas son: no se permiten hacer
bUsquedas masivas dado que es un recurso compartido, no se puede personalizar las bases
de datos contra la que busca el programa, y las secuencias son enviadas al servidor del
NCBI sin ningln tipo de cifrado, lo que puede ser un problema para quienes quieran
mantener sus secuencias privadas. La aplicacion local de BLAST tiene la ventaja de que
permite manejar varios parametros que en las basquedas de NCBI estan estandarizados, por

lo que provee una mayor flexibilidad para los usuarios avanzados [96].

9. Programa FASTA

Es un programa para alineamiento de secuencias de ADN y de proteinas. Fue descrito
por primera vez (como FASTP) por David J. Lipman y William R. Pearson en 1985 en el
articulo "Rapid and sensitive protein similarity searches". El programa original fue
disefiado para buscar similitudes de secuencias proteicas. FASTA, descrito en 1988, agrego
la posibilidad de hacer busquedas de DNA contra DNA, DNA contra proteinas traducidas y
un programa mas sofisticado de aleatorizacion para evaluar la significancia estadistica de
los resultados. EI nombre FASTA viene de "FAST-ALL" porque busca con cualquier
alfabeto, es una extension de "FAST-P" (proteinas) y "FAST-N" (nucleétido) [96].

El paquete actual de FASTA incluye programas para busquedas del tipo
proteina/proteina, DNA/DNA, proteina/DNA (con cambios del marco de lectura), y
busqueda ordenada y desordenadas de péptidos. Las versiones recientes incluyen un

algoritmo para manejar errores de desplazamiento del marco de lectura, las cuales las
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busquedas que traducen los seis marcos suelen tener problemas) cuando compara datos de

secuencia de proteinas con los nucleétidos [96].
10. Primer3

Es ampliamente utilizado para el disefio del programa PCR. La PCR es una herramienta
esencial y omnipresente en la genética y la biologia molecular. Primer3 También puede

disefiar sondas de hibridacion y los cebadores de secuenciacion [96].

Primer3 se desarrollé en Whitehead_Institute y el Instituto Médico Howard Hughes por
Steve Rozen y Helen Skaletsky.

El desarrollo inicial de Primer 3 y su sito Web fue financiado por el Instituto Médico
Howard Hughes y por el National Institutes of Health, National Human Genome Research

Institute.

Primer3 es una herramienta online gratuita para disefiar y analizar los cebadores para
PCR y PCR en tiempo real. Primer3 también puede seleccionar un solo cebadores para las
reacciones de secuenciacion y se pueden disefiar sondas de hibridacion de oligonucleotidos.
La herramienta en linea que constituye algunas de las caracteristicas importantes como la

deteccion de imprimacién, la clonacion, la secuenciacion y la lista de Primer [96].
11. Analizador de Oligos (oligoAnalyzer)

Es una herramienta simple para determinar las propiedades de imprimacién, como los
bucles de cebadores de Tm, porcentaje de GC, dimeros de cebadores y la compatibilidad-
primer cebador. Todo lo que tienes que hacer es pegar o escribir la secuencia de
imprimacion y dejar que el Analizador de Oligo para calcular todas las propiedades

importantes de imprimacion antes mencionados [95].
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12. OligoCalc

Es una herramienta gratuita de andlisis de secuencia. Esta herramienta en linea da los
informes de las propiedades de DNA y RNA de una sola hebra y de doble cadena,
incluyendo el peso molecular, concentracion de la solucidn, la temperatura de fusion, el

coeficiente de absorcion entre otras propiedades relacionadas.



OBJETIVO GENERAL

Estandarizacion de la técnica de RT-PCR para e valuar la expresion diferencial del gen
ADH1 de Candida albicans en base al nimeros de ciclos, volumen y concentracion de
reactivos, empleando como modelo las alteraciones producidas por el extracto etandlico de

propoleo en los niveles de expresion de dicho gen.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Analisis de la secuencia y disefio de iniciadores para la amplificacion del gen ADH1 en
Candida albicans.

e Evaluacion de tres métodos de extraccion de RNA de Candida albicans (trizol,
RNAspin Mini Kit y cloruro de litio).

e Estandarizacion de las condiciones Optimas para la obtencion de cDNA vy la
amplificacion del gen ADH1 de Candida albicans.

e Demostrar gque las condiciones seleccionadas son las 6ptimas al evaluar la alteracion de

la expresion diferencial del gen ADH1 por efecto del extracto etandlico de propéleo
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Figura 6. Estrategia experimental para realizar la estandarizacion de la amplificacion del gen

ADHL1 de C. albicans.



MATERIALES Y METODOS

Crecimiento de la Levadura

La cepa de C. albicans ATCC 10231 se hizo crecer en placas de agar YPD incubadas
por 12 horas a 37 °C. Para la evaluacion del efecto del Extracto Etandlico de Propdleo
(EEP) la levadura se hizo crecer en cajas petri con medio YPD a concentraciones de 0.3

mg/ml y 0.6 mg/ml del extracto durante 1y 2 horas cada una a 37 °C.

Disefio de iniciadores
La secuencia del gen ADH1 de Candida albicans fue obtenida a partir del GenBank de

NCBI —National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) con

el numero de acceso X81694.1. EIl disefio de los iniciadores se obtuvo con ayuda del
programa primer3 solicitando diez opciones de una longitud de 18-20 pb con una Tm
cercana a 55°C, que la variacion entre ellos no fuera de més de 3°C, el contenido de GC
cercano al 50% Yy la longitud del fragmento fuera de entre 350 y 600 pb. Los iniciadores
propuestos  fueron  analizados con el programa Oligo  Analyzer 3.1
(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer) para evaluar formacion de
homo y heterodimeros y estructuras secundarias. Posteriormente se seleccionaron dos pares

de iniciadores y se sometieron a un analisis con BLAST para determinar su especificidad.

Obtencion de RNA

Para la obtencion de RNA a partir de C. albicans se evaluaron tres métodos: 1)trizol,
2)RNAspin Mini Kit y 3)extraccion con cloruro de litio. Se inocularon cuatro cajas de agar
YPD de forma masiva y se incubaron a 37 °C durante 12 horas en una estufa bacteriologica,
las levaduras se recuperaron en PBS estéril por centrifugacion a 4 °C (marca Hermle
Z400K) durante 4 minutos a 25 000 x g realizando tres lavados con PBS, la pastilla
formada se coloco en papel filtro y se presiond para eliminar el exceso de humedad; el
paquete se colocd en un mortero estéril previamente enfriado con nitrégeno liquido y se
procedio a macerar evitando que se hidratara la muestra, finalmente, el polvo fungico se
coloco en un tubo eppendorf de 1.5 ml, se dividid la muestra para utilizarla con los tres

métodos mencionados a continuacion. Se esquematiza en la siguiente figura.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/#_blank
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v
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PBS estéril 4 min/1500 RPM a
4 ° C. Realizar este paso 3
Veces.

A 4
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Figura 7: Diagrama de extraccion de RNA con nitrégeno liquido.

METODO 1 Extraccion de RNA con Trizol (Invitrogen)

Después de lisar las células como se mencioné anteriormente, se empled 1 ml de trizol

por cada 5-10x107[88] levaduras (de acuerdo a lo descrito por el proveedor). Se incubo la

muestra por 5 minutos a temperatura ambiente y se adicionaron 0.2 ml de cloroformo por 1
ml de trizol agitandolo fuertemente por 15 segundos e incubando de 2 a 3 minutos de 15-30
°C, se centrifugd a 11 000 x g durante 15 minutos a 2-8 °C. Al sacar el tubo de la centrifuga
se pudieron observar tres fases: fenol-cloroformo (inferior), proteinas (intermedia) y la fase
acuosa (superior), la cudl fue transferida a un tubo nuevo. Para precipitar el RNA se mezclo
con 0.5 ml de alcohol isopropilico por cada ml de trizol empleado, se incub6 a 15-30 °C
por 10 minutos y se centrifugd durante 10 minutos a 11 000 x g a 2-8 °C. Se elimind el
sobrenadante y se lavé con 1 ml de etanol al 75% por cada ml de trizol, se mezclo con

ayuda del vortex y se centrifugd a 8 000 x g por 5 minutos a 2-8 °C, se seco la pastilla de



RNA (no completamente) y por ultimo se resuspendio en 30 ul de agua DEPC. Se

esquematiza en la figura.

Lisis de las levaduras presionando fuertemente
agregando nitrégeno liquido

A 4

Agregar 1ml de trizol/5-10x10" levaduras e incubar
5 minutos a temperatura ambiente

A 4
Adicionar 0.2 ml cloroformo/1 ml trizol, agitar 15
seg e incubar 2 a 3 min 15— 30°C. Centrifugar
15 000 Xg durante 15 min/2 —8°C.

Superior (fase acuosa). Transferir
Intermedia (proteinas)
Inferior (fenol-cloroformo)

Mezclar 0.5 ml alcohol isopropilico por cada ml de trizol.
Incubar 15-30° durante 10 min. y centrifugar 10 min.
11000 Xga2-8°C

l

Agregar 1 ml etOH al 75%/1 ml trizol, mezclar y centrifugar 5 min
a 8000Xg 2 -8°C. Agregar 1 ml etOH al 75%/1 ml trizol mezclar
y centrifugar 5 min a 8000Xg 2 - 8 °C.

A 4

Secar la pastilla (no completamente) y agregar 10 ul de agua
DEPC. Almacenar a —70 °C.

Figura 8: Diagrama de obtencion de RNA por medio de Trizol.

METODO 2 RNAspin Mini Kit (GE)

Se partio del mismo método de lisis con nitrogeno liquido hasta obtener el polvo
fangico. Una vez realizado esto se agregaron 350 pl de buffer RA1 (GE) y 3.5 pl B-
mercaptoetanol al paquete celular, el volumen se recuperé y se pasé a un minifiltro, se

centrifug6 por un minuto a 11 000 x g, se transfirid el filtrado a un tubo de microcentrifuga



de 1.5 ml y se adicionaron 350 pl de etanol 70%. Se homogenizo el lisado de 2 a 5
segundos, se paso a una columna y se pipeted suavemente. Se centrifugé a 8 000 x g por
30 segundos, se adicionaron 350 ul de MDB vy se centrifug6 a 11 000 x g por 1 minuto. Se
prepar6 en un tubo de microcentrifuga estéril una mezcla de 10 pl DNasel reconstituida y
90 pl Buffer de reaccion de Dnasa se mezcld y de esta mezcla se adicionaron 95 pl a la
membrana de la columna. Se incub6 a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se lavo la
membrana adicionando 200 pl de buffet RA2 (GE), se centrifugdé un minuto a 11 000 x g
(este buffer inactiva la DNasel). Se hizo un segundo lavado adicionando 600 pl y
centrifugando por un minuto a 11 000 x g. En el tercer lavado se adicionaron 250 pl, se
centrifugd 2 minutos a 11 000 x g y el liquido se recuper6 en un tubo de microcentrifuga
libre de nucleasas. EI RNA puro se diluy6 en 50 pl de agua.

Lisis de las levaduras presionando fuertemente
agregando nitrégeno liquido

A 4
Adicionar 350 pl buffer RA1 + 3.5 pl B-mercaptoethanol

\ 4
Centrifugar 1 min a 11 000 Xg y adicionar 350 ul ETOH 70%

A 4
Mezclar el lisado. Centrifugar 30 seg. a 8000 x g

\ 4

Adicionar 350 pl MDB y centrifugar 1mina 11 000 x g
Agregar 95 pl mezcla DNase reaccion

\ 4
ler lavado: Adicionar 200 pl buffer RA2 y centrifugar 1 min a 11 000 x g

2do lavado: Adicionar 600 ul buffer RA3 y centrifugar 1 mina 11 000 x ¢

3er lavado: Adicionar 250 ul buffer RA3 y centrifugar 2 mina 11 000 x g

\ 4

Adicinar 100 pl H20(RNase-free) y centrifugar 1 min a 11 000 x g
Guardar el RNA puro a—20 °C.

Figura 9: Esquema de obtencion de RNA por medio del método RNApin Mini Kit.



METODO 3 Extraccion de RNA con cloruro de litio

Al polvo fangico obtenido previamente se le agregaron 0.75 ml de amortiguador de lisis
(previamente preparado, NaCl 0.6 M, EDTA 10 mM, TrisHCI 100 mM pH 8.0, SDS 4%) y
0.75 ml de fenol (previamente saturado con Tris HCI 0.1 M pH 8). Se tapo el tubo y se
agito por 15 a 20 minutos. Se centrifugd por 10 minutos a 8 000 x g, se transfirid la fase
superior a un tubo nuevo adicionandole un volumen de fenol, se agité con vortex y
nuevamente se centrifugd por 10 minutos a 8 000 x g. La fase acuosa fue transferida a un
tubo nuevo y se le adicionaron 0.75 volimenes de LiCl 8 M (previamente preparado), se
almaceno6 toda la noche a 4 °C y pasado este tiempo se agitd la muestra en vortex
brevemente y se centrifug6 por 10 minutos a 8 000 x g. Se resuspendié el pellet en 300 pl
de agua destilada esteéril, y se mezcl6 con 30 pl de acetato de sodio 3M (pH 5.2) y 750 pl de
etanol absoluto, se almacend a -20 °C por 2 horas y nuevamente se centrifugé por 10
minutos a 8 000 x g, se desecho el sobrenadante y se lavo el precipitado con etanol al 70%.
Se secd la pastilla de RNA a temperatura ambiente y disolvié en agua tratada con DEPC
(dietilpirocarbonato). Se almacend a -70 °C. Se esquematiza en la figura.

Lisis de las levaduras presionando fuertemente agregando nitréaeno liquido

\ 4
Aaregar 0.75 ml de amortiguador de lisis + 0.75 ml de fenol saturado. Aagitar 15 minutos.

A 4

Centrifugar 10 minutos a 8 000 x g. Transferir la fase superior y agregar
un volumen de fenol y centrifugar 8 000 x g durante 10 min.

\ 4

Fase superior (fase acuosa). Transferir
Adicionar 0.75 ml de Lic. 8 M y almacenar toda la noche 4 °C.

\ 4

Centrifugar 10 min/8 000 x g y agregar 300 pul acetato de sodio 3 M (pH 5.2) y
750 pl etOH absoluto. Almacenar a — 20°C/2 Hrs

\ 4

Centrifugar 10 min/8 000 Xg, desechar el sobrenadante y agregar etanol al 70 %. Secar
la pastilla (no completamente). Agregar agua DEPC. Almacenar a-70°C

Figura 10: Diagrama de obtencion de RNA por medio de Trizol.



Cuantificacion de RNA
Para llevar a cabo la cuantificacion de RNA se utilizd un espectrofotometro Jenway

6365 realizando una dilucién 1/500 de agua estéril. Para la cuantificacion se hizo una
lectura a 260 nm para el RNA, las proteinas a 280 nm y los carbohidratos, restos de fenol,

sales y otros contaminantes a 230 nm,

Electroforesis en gel de agarosa

Una vez obtenido el RNA por los tres métodos se procedié a realizar una electroforesis
en gel de agarosa al 2 %. El gel se colocd en la cAmara de electroforesis y se agregd buffer
TBE 1X hasta cubrir los pozos, con la micropipeta se colocaron en papel parafilm 2 pl de
buffer de carga con 8 ul de muestra y se homogenizaron transfiriendo a uno de los pozos
del gel de agarosa. Se procedié a hacer el corrimiento procurando revisar que los pozos
estuvieran en el polo negativo, se encendid la fuente de poder (Bio-Rad) programando un
voltaje de 70 V por 1 hora, dejando que avanzara hasta que el azul de bromofenol
recorriera aproximadamente 2/3 partes del gel, se apago la fuente de poder y se retird la
charola transfiriéndola a un contenedor para tefiir con bromuro de etidio durante 15
minutos, pasado este tiempo se enjuagé con agua destilada y se visualizd en un
transluminador UVP (Upland,CA).

RT-PCR (sintesis de cDNA)

Una vez obtenido el RNA se procedi¢ a transformarlo a cDNA, bajo las condiciones
sugeridas por el proveedor (Invitrogen). En un tubo eppendorf de 0.2 ml se agregaron 1 pl
de oligo (dT)12-18 (500 pl/ml), 3 pl de RNA, 1 pl de la mezcla de dNTP's 10 mM y 12 pl
de agua estéril. Se colocaron en el termociclador a 65 °C durante 5 minutos y pasado este
tiempo se colocaron en hielo. Se agregaron 4 pl de amortiguador de primera cadena 5X y 2
pl de DTT 0.1 M, se incub0 por 2 minutos a 37° C y por ultimo se adiciond 1 ul (200 U) de
M-MLV RT, se mezcl6 por pipeteo y se incubd por 10 minutos a 25 °C, 50 minutos a 37
°C. Finalmente se inactivé la reaccion por 15 minutos a 70 °C. Este cDNA fue utilizado

para la amplificacion de PCR.



PCR para la amplificacion del gen ADH1

Se trabajo con un volumen final de 25 pl, para lo que se agregaron 1 pl de cDNA, 1U
Tag DNA, 25 pmol de cada uno de los iniciadores (ADH11F secuencia 5’ a 3’ (DNA)-
TTG CCATTA GTT GGT GGT CAy ADH11R TAT TGA ACG GCC AAA GAA CC el
cual amplifica un producto de 389 pb y ADH14F secuencia 5" a 3'(DNA)- GTT CCA ACT
CCA AAG CCA AAy ADHI14R TTT CGT CAC CAC CGT CAA TA, que amplifican un
producto de 544 pb), amortiguador 1X, 0.8 mM de dNTP y 4 mM de MgCI. Las
condiciones a probar inicialmente fueron: 95 °C por 5 minutos; 35 ciclos de 94 °C por 1
minuto, 50 °C por 1 minuto, 72 °C por 1:30 minutos y una extension final a 72 °C por 5
minutos. El producto de la reaccion fue observado por electroforesis en gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio con un transluminador. La cantidad de ciclos se fueron

modificando dependiendo de la intensidad de fluorescencia de la banda.

Amplificacion del gen Actina 1 de Candida albicans como control

Como un control para poder normalizar la expresion del gen ADH1 se empleo el gen de
actina. La secuencia de los iniciadores fue tomada de Mello et. al. 2006 los cuales fueron
ACTIF (5°-AGA ATT GAT TTG GCT GGT AGA GAC) y ACT2R (5’AGA AGA TGG
AGC CAA AGC AGT AAT). Se trabajé con un volumen total de 25 ul, para lo que se
agregaron 1 pl de cDNA, 1 pl Tag DNA (5U/ ul), 2.5 ul de amortiguador para PCR 10X,
0.5 pul de dNTP 10 mM y 0.75 pl de MgCIl 50 mM . Las condiciones a probar fueron: 94 °C
por 3 minutos; 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto, 72 °C por 1:30 minutos
y una extension final a 72 °C por 7 minutos. El producto de la reaccion present6 un tamarfio
443pb y fue observado por electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio.



RESULTADOS

Para poder realizar la identificacion del gen ADH1 por medio de RT-PCR fue necesario
disefiar iniciadores especificos. EI primer paso en el disefio fue obtener la secuencia del gen

en el GenBank con el nimero de acceso X81694.1 (figurall).
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1 tctagaggaatcacagttacaattgtagaggaaaccgaactagtaaaactagcacccaac
61 acttctaaacaaaccaatcaattcaatggtataacaaatcgtctaccagaagttatgcta
121 atatgaaacatcaattgacaacatggacatcaactgaagctttaacaaatgaataaaaaa
181 aaaagcccatacatagaccattggtcatagtttcatttgcccccgecccacttttattgt
241 tgagttgaataattgtgagcatcagctgattttaaaattataattttttttttcgtccat
301 tgttaattctattttagttttttcttctccatcgtctccgaattattccggaagectggta
361 gcggataagttttagaatcattgagcctcttttcaatgccggatgttatctgcaactgat
421 gttagttagttagtataagacttaaattttcataaagagtgacgaaaagtccaaatctaa
481 acttctctaaacgaatttcagacaatagtccgaaaaaaaaaaaacaaaacccattattgt
541 cgacatgtcaaaggattcaacggttgagatggagccgtcaaatatccaaaacactcttct
601 tttcaactaatttgccgtaaactatctccatcgtacgattaagataaaaaaaaaacaatt
661 ctttcttacaatatttgatagagacccaatgcaaagccagcgagaaagaggagtattgge
721 attgttgggtagtagatgaatgagtaatcttctagccaaaacaaaataaaccacaagaac
781 agtaggcaaaactgagtaattgatagcgcttgtagtctttgtatttaaaaaaacctaatt
841 gtccaaaaattgaaaatcatgagttgcaaatttgttgaaatcaccaggtaaatagatcat
901 ttagctatatcgccttatcattcttcgtacaagaattatacacaaataccaccaccacac
961 cacccagaaattttacacgtgtttttctaaatattactttccgtggccaattaaattgaa
1021 atttttcttgttcgaaacggctagtgcctcaaacatatagtagcaagtattgcctaaaga
1081 gtttccgtctcgtgccccccecccceccectatececcttttgtaatttgeccaaaatagetcaaa
1141 aaggataacccgcactttttttttccgagttctcgtcatgcaagcaagcttattcagaat
1201 tttcagaggtgcgagtctcaccactaccactgcagctgcatcttttacagcaacagcaac
1261 agcaggtgccaccacggcaaagacattgtctggatccactgtgctccgaaaactgtataa
1321 aaggacctattcatccctggtcttatcttctccagaattatttttttttcatcagtttaa
1381 caacaacaaacgttattgtcatacaacaacaacaacaaatacaaaaacaattatgtctga
1441 acaaatcccaaaaactcaaaaagccgttgtctttgataccaatggtggtcaattagtcta
1501 caaggattacccagttccaactccaaagccaaatgaattgttgattcacgtcaaatactc
1561 tggtgtctgtcacactgatttacatgcaaggaaaggtgactggccattggctactaaatt
1621 gccattagttggtggtcacgaaggtgccggtgtcgttgtcggtatgggtgaaaacgtcaa
1681 aggatggaaaatcggtgactttgcccggtatcaaatggttaatggttcttgtatgagttg
1741 tgaattctgtcaacaaggtgctgaaccaaactgtggtgaagctgacttgtctggttacac
1801 tcacgatggttcattcgaacaatacgctactgctgatgctgttcaagccgctaaaattcc
1861 agctggtactgatttagccaatgtcgcaccaatcttatgtgctggtgttactgtttacaa
1921 agccttaaagactgctgacttagcagctggccaatgggttgctatctccggtgectggtgg
1981 tggtttaggttctttggccgttcaatacgccagagccatgggtttgagagttgttgectat
2041 tgacggtggtgacgaaaaaggtgaatttgttaaatcattgggtgctgaagcttacgttga
2101 tttcaccaaagataaagatattgttgaagctgtcaagaaagctactgatggtggtccaca
2161 cggtgctatcaatgtctctgtttctgaaaaagccattgaccaatctgttgaatatgttag
2221 accattaggtaaagttgttttggttggtttaccagctcacgctaaagtcactgctccagt
2281 tttcgatgctgttgtcaaatccattgaaatcaaaggttcttacgttggtaacagaaaaga
2341 cactgctgaagctattgacttcttctccagaggtttaatcaaatgtccaatcaagattgt
2401 cggtttatctgacttgccagaagtcttcaaattgatggaagaaggtaaaatcttgggtag
2461 atacgtcttggacaccagtaaataagcaaatagctaaattatatacgaattaatgttatg
2521 attaagtgtttacgagtgcgatatttttattactatcttatacagttg

Figura 11. Secuencia del gen ADH1 de C. albicans. En la parte superior se muestra la pagina resultante de
la secuencia del gen en GenBank. Posteriormente se muestra la secuencia del gen con una longitud de 2568
pares de bases (pb).

Una vez que se obtuvo la secuencia en el formato FASTA el disefio de iniciadores se
realizd con el programa primer3, en el que se ingresan algunos datos necesarios como el
porcentaje de GC el cual fue del 50%, la temperatura de alineamiento (Tm) de los
iniciadores que se propuso entre 53 y 57°C con la temperatura optima de 55 °C, la longitud
de los iniciadores entre 18 y 20 pb y por ultimo el tamafio del fragmento esperado entre

350 y 600 pb. Se introdujo toda la secuencia al analisis debido a que no se requeria alguna



region en particular. Se solicitaron 10 juegos de iniciadores al programa y en la figura 12 se

muestra uno de los resultados obtenidos.
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W' Right Primer 1:  [ADH1_R

Sequence: iAAGTCAGCTI’CACCACAG'IT

Start: 1788 Length: 20 bp Tm: 54.5°C GC: 450% ANY: 40 SELEF: 10
Product Size: 231 bp Pawr &ny: 6.0 Pair End: 3.0

Send to Primer3Manager I Feset Farm |

i TCTAGAGEAA TCACAGTTAC AATTGTAGAG GAAACCGAAC TAGTAAAACT
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201 TTGETCATAG TTTCATTTGC CCCCGCCCCA  CTTTTATTGT TGAGTTGEGAAT
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T CCCCCCTATC CCCTTTTGETA ATTTGCCAAA  ATAGCTCAAR AAGGATAACC
R CGCACTTTTT TTTTCCGAGT TCTCGTCATG CAAGCAAGCT TATTCAGAAT
1201 TTTCAGAGGT GCGAGTCTCA CCACTACCAC TGCAGCTGCA TCTTTTACAG
s CAACAGCAAC AGCAGGTECC  ACCACGECARA  AGACATTGTC TGGEATCCACT
1301 GTGECTCCGAR  AACTCTATAA  AAGCGACCTAT TCATCCCTGE TCTTATCTTC
S TCCAGAATTA TTTTTTTTTC ATCAGTTTAA CAACAACAAR CGTTATTGTC
1401 ATACAACAAC AACAACAAAT ACAAAAACAA TTATGTCTGA ACAAATCCCA
1451 ARAACTCAAR AAGCCGTTGT CTITTGATACCT AATGGETGGTC AATTAGTCTA
1501 CAAGGATTAC CCAGTTCCAA CTCCAAAGCC AAATGAATTGE TTGATTCACG
Lmal TCAARATACTC TGEETGETCTGT CACACTGATT TACATGCAAC GAAACCTGAC
1601 TGGECCATTGE CTACTAAATT GCCATTAGTT GGTGGTCACE AAGGETGCCGE
1651 TGTCETTETC  GGETATGEETG  AAAACGTCARA  AGGATGGAAR ATCGETGACT
1701 TTGCCGEETAT  CAAATGGETTG  AATGGTTCTIT GTATGAGTTG TGAATTCTGET
A5 CAACAAGGTE CTGAACCAAA CTGETGGETGAAR GCTGACTTGT CTGGTTACAC
1801 TCACGATGET TCATTCGAAC AATACGCTAC TGCTGATGCT GTTCAAGCCGE
1851 CTAARATTCC AGCTGEGETACT GATTTAGCCA ATGTCGEGCACC  AATCTTATGT
1901 GCTGETGETTA CTGTTTACAA AGCCTTAAAG ACTGCTGACT TAGCAGCTGGE
TR51 CCAATGGGETT GCTATCTCCE GTGCTGETGE TGOGGTTTAGET TCTTTGGCCG
z2001 TTCAATACGC CAGAGCCATGE GGTTTGAGAE TTGTTGCTAT TGACGGETGET
Ve fpatiE GACGAAAAAGL GTGAATTTGT TAAATCATTEG GGTGCTGAAG CTTACGTTGA
2101 TTTCACCAAR GATAAAGATA TTGTTGAAGC TGTCAAGAAR GCTACTGATG
2151 GTEETCCACR  COGETGCTATC  AATGTCTCTGE TTTCTGAAAR ACCCATTGAC
2201 CAATCTGTTE AATATGTTAG ACCATTAGET AAAGTTGTTT TGGETTGGETTT
2251 ACCAGCZTCAC GUTAAAGTCA CTGCTCCAGT TTTCGATGCT GTTGTCAAAT
2301 CCATTGAAAT CAAAGGETTCT TACGTTGGTA ACAGAARAGA CACTGCTGAR

Figura 12. Disefio de iniciadores con el programa primer3. Como se puede observar el programa
proporciona la secuencia de los pares de iniciadores sugeridos por el programa en base a la informacion
introducida y nos muestra la localizaciéon de los mismos, asi como la longitud del fragmento, la Tm vy el
contenido de GC.



A pesar de que el programa primer3 toma en cuenta factores como la formacion de
homo y heterodimeros asi como estructuras secundarias que pudieran impedir que la
reaccion de PCR se lleve a cabo o disminuya su eficiencia, los iniciadores obtenidos fueron
analizados con el programa OligoAnalyzer 3.1 para evaluar estas caracteristicas
seleccionando dos pares en los que eran pocas estructuras secundarias y posibilidades de

dimeros (figura 13).
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Figura 13. Andlisis de iniciadores. Con ayuda del programa Oligo Analyzer 3.1 se analizaron las posibilidades de
formacion de dimeros y estructuras secundarias que podrian tener efecto durante la reaccion de PCR.




Los iniciadores seleccionados se denominaron ADH11F-ADH11R y ADHI14F-
ADH14R, y amplificaron fragmentos del gen de diferentes tamafios como se muestra en la
tabla 1. En la figura 14 se muestra la localizacion de los cuatro iniciadores y la region

amplificada.
GEN INICIADOR SECUENCIA (5’ a 3’) NUmero de pares de
bases a amplificar
ADH11F sentido TTG CCATTAGTT GGT GGT CA 398
ADH11R | antisentido TAT TGA ACG GCC AAA GAA CC
ADH14F sentido GTT CCA ACT CCA AAG CCA AA 544
ADH14R | antisentido TTT CGT CAC CAC CGT CAATA

Tabla 1. Secuencia de los iniciadores seleccionados para amplificar el gen ADH1. Se observa la secuencia
de cada par de iniciadores asi como la longitud de cada uno de ellos indicando ademas la regién amplificada.

gtggtcaattagtctacaaggattacccal515gttccaactccaaagecaaatgaattgtigattcacgtcaaatactctggtgtetgteacactgatttacat
gcaaggaaaggtgactggecattggctactaaall RS e e e e leeE Coaaggtgceggtgtegttgteggtatgggtgaaaacgtcaaa
ggatggaaaatcggtgactttgccggtatcaaatggtigaatggtictigtatgagttgtgaattctgtcaacaaggtgctgaaccaaactgtggtgaagetgact
tgtctggttacactcacgatggttcattcgaacaatacgctactgctgatgetgttcaagecgctaaaattecagetggtactgatttagccaatgtcgeaccaat
cttatgtgctggtgttactgtttacaaagecttaaagactgctgacttagcagetggecaatgggttgetatctecggtgctggtogtggtttalEmEI e et
e rIE cgccagagecatgggtttgagagtigttgetattg2043acggtggtgacgaaaaaggtgaatttgttaaatcattgggtgctgaagettac

Figura 14. Localizacién de los iniciadores y region de amplificacion de ADH11 y ADH14. Se muestra la
parte de amplificacion de los dos pares de iniciadores que se obtuvieron. [A\B]gkil se muestra en color negro,
letras blancas y amplifica en el par de bases 1619 a 1919. ADH1 4 se muestra con letras cursivas en color gris

mas tenue, amplificando en el par de bases 1515 a 2043.

El siguiente paso en el disefio fue realizar una busqueda en el BLAST con la finalidad
de evaluar la especificidad de estos iniciadores, por lo que se compararon con las
secuencias de Candida albicans taxid:5476 y Candida albicans sc5314 taxid: 237561,
encontrando un 100% de homologia con el gen ADH1 y algunas proteinas hipotéticas con

menos del 65-70%. En la figura 15 se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos.
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Figura 15. Andlisis de comparacion de los iniciadores con secuencias de Candida albicans. Con la
finalidad de corroborar que los iniciadores no identificaran alguna otra region que no era de nuestro interés se
compararon con las secuencias conocidas de Candida albicans taxid:5476 y Candida albicans sc5314 taxid:
237561 con ayuda del programa BLAST. Una vez que se concluyd con este analisis los iniciadores se
mandaron sintetizar.

Por otra parte, el éxito de una buena reaccion de RT-PCR depende de la calidad del
RNA extraido, por tal motivo se evaluaron tres métodos de obtencion de RNA comparando
la concentracion, la pureza y la integridad (evaluada por corrimiento electroforético)
obtenidos.



La extraccion se realizd a partir de cultivos de toda la noche alcanzando una

concentracion de 1 X 107 cel/ml para que se encontraran a la mitad de la fase exponencial.
En la tabla 2 se muestra una comparacion de la concentracion y de la pureza obtenida, de
acuerdo a los datos proporcionados por la literatura, a partir de una concentracion de 1 X
10" células se esperaba una concentracién de 5-10 pg. La proporcién de 260/280
determinada en el espectrofotometro debiera estar entre 1.8 y 2.1. De acuerdo a los
resultados obtenidos, el método del cloruro de litio proporciond una buena concentracion y
una buena proporcion 260/280.

Meétodo Concentracion mg/ml Proporcion 260/280
Trizol 3 1.45
Cloruro de litio 3 1.93
KIT RNA spin 2 1.12

Tabla 2. Cuantificacion y analisis espectrofotométrico del RNA obtenido. Se muestran los resultados
promedio de tres extracciones independientes con cada uno de los métodos mencionados.

En la figura 16 se observa la calidad del RNA evaluada por electroforesis en gel de
agarosa. La mayoria de los métodos de extraccion mencionan que un RNA de buena
calidad debera presentar las bandas evidentes correspondientes a los RNAs 18 S y 28S,
siendo esta Ultima del doble de intensidad que la primera. Como podemos observar en la
figura, en el RNA obtenido por los métodos de cloruro de litio y trizol se observan
perfectamente estas dos bandas aunque también se aprecian las de RNAs de bajo peso
molecular (tRNA y 5SRNA). En el caso del kit RNA spin no se aprecian los RNAs 28 y
18S, Unicamente los de bajo peso molecular. En el carril correspondiente al de cloruro de
litio es donde se aprecia un menor barrido que podria ser indicativo de degradacion. De
acuerdo a lo anterior las siguientes extracciones se realizaron por el método de cloruro de

litio.




1.- Clorurodelitio

Figura 16. Visualizacion del RNA total extraido bajo tres métodos diferentes. Se observan las bandas
correspondientes a los RNAs 18 S y 28S de C. albicans, las cuales estan sefialadas por flechas. Las dos
bandas inferiores corresponden a RNA"s de bajo peso molecular. Carril 1 extraccion por medio del método de
cloruro de litio, Carril 2 extraccién por medio de trizol, Carril 3 extraccion de RNA por medio del Kit RNA
mini Spin.

Para llevar a cabo la reaccion de RT-PCR el siguiente paso fué obtener el cDNA, lo
cual se llevo acabo de acuerdo a las condiciones indicadas por el proveedor (Invitrogen).
Posteriormente se realiz6 la reaccion de PCR. Con el fin de optimizar dicha reaccion
inicialmente se llevaron a cabo 40 ciclos de amplificacion en las que se manejaron
diferentes concentraciones de Mg que oscilaron entre 1.5 a 4 mM, los dNTP’s se emplearon
a concentraciones de 0.2 al0 mM. Los productos esperados eran de 398 pb para ADH11 y
544 pb para ADH14, como se puede ver en la figura 17 estas bandas se obtuvieron
unicamente a 0.75 pl (1.5) mM de Mg y 0.5 ul (0.2) mM de dNTP’s (no se muestra el

resto del gel, donde no hubo presencia de bandas).
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Figura 17. Optimizacién de la concentracion de magnesio y dNTP’s. Se amplificaron dos fragmentos del
gen ADH1 empleando los iniciadores ADH11(F y R) y ADH14 (F y R), carriles 3 y 4 respectivamente. Los
tamafios de los productos esperados eran de 398 pb para el pimero y 544 para el segundo. En el carril 1 se
encuentra el marcador de peso molecular ladder de 100pb. En el carril 2 se encuentra el control negativo de la
reaccion, el cual no contiene DNA. Estas bandas corresponden a las reacciones llevadas a cabo con una
concentracion de Mg de 1.5 mM y 0.2 de dNTP’s con 40 ciclos de amplificacion.

Debido a que nuestro interés era estandarizar las condiciones que nos permitieran
evaluar la expresion diferencial del gen se tuvieron que disminuir el nimero de ciclos de tal
forma que la reaccion se encontrara en la mitad de la fase exponencial. En la literatura se
han reportado el uso de 20 a 30 ciclos (C). En nuestro caso se evaluaron 25, 30 y 35 ciclos
y se emplearon también diferentes temperaturas de alineamiento, de 50, 52 y 55 °C
con la finalidad de optimizar la reaccion tomando como punto de partida la Tm calculada
para cada par de iniciadores en la pagina electronica

(http://www6.appliedbiosystems.com/support/techtools/calc/). En la figura 18 se puede

observar que los mejores resultados para la amplificacion fueron para ADH11 25 C a 55 °C
y para ADH14 25 C a 52°C. Bajo estas condiciones las bandas aun eran evidentes pero

mostraban una menor intensidad, indicativo de un menor nimero de amplicones.


http://www6.appliedbiosystems.com/support/techtools/calc/
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Figura 18. Optimizacién del numero de ciclos y la temperatura de alineamiento. Se llevaron a cabo las
reacciones de PCR empleando los iniciadores ADH11 (Fy R) y ADH14 (F y R) disminuyendo el nimero de
ciclos a 25, 30 y 35 ciclos. El célculo de la Tm de la reaccion se llevé a cabo con ayuda del programa beta-
calculator y se consideraron dos grados abajo y tres arriba de dicha temperatura. Se muestran los carriles
correspondientes a los marcadores de peso molecular ladder 100 pb. En el cuadro superior se observan las
bandas del gen ADH1 1 con 35 Ciclos (C), 30C y 25C a diferentes temperaturas de alineamiento las cuales
son 55°C, 52°C y 50°C. En el cuadro inferior se observa las bandas del gen ADH1 4 con 35 C, 30C y 25C con
diferentes temperaturas las cuales son 55°C, 52°C y 50°C.

Los resultados finales para amplificar los dos pares de inicadores ADH11 y ADH14
fueron: para un volumen final de 25 pl se utilizaron 2.5 pl de 10 X buffer PCR para una
concentracion final de 1 X, 0.5 pl de dNTP’s a una concentracion final de 0.2 mM, 0.75 pl
de magnesio para una concentracion final de 1.5 mM, 1.25 pl de iniciadores para cada 0.5
MM, cDNA 1 ply 0.5 pl de Tag DNA polimerasa (5U/ ul) para cada 2.5 U. Mientras que
para ADH11 se puede amplificar con 25 C a 55 °C y para ADH14 el mejor resultado para

amplificar son con 25 C a 52 °C.

Con la finalidad de demostrar que estas condiciones eran Utiles para evaluar la expresion
diferencial del gen ADH1 se evaluo el efecto que produce el extracto etandlico de propdleo

sobre este gen.

Para lograr esto se hizo crecer la levadura bajo la presencia del EEP a concentraciones
de 0.3 y 0.6 mg/ml de extracto etandlico de propoleo (EEP) y con etanol al 70% como

control durante 1 y 2 hrs de exposicion, se extrajo el RNA por el método de cloruro litio y



se llevo a cabo la RT-PCR. En la figura 19 podemos observar que hay una subexpresion del
gen dependiente de concentracion y tiempo, de acuerdo a como se habian obtenido por la
técnica de despliegue diferencial. Estos resultados se compararon con los niveles de
expresion del gen de actina el cual se usé como control y como se puede apreciar su nivel

de expresion se mantuvo constante.

0.3 0.6 mg/ml| EEP

actina

Figura 19. Efecto del EEP en la expresion diferencial del gen ADH1 evaluada por RT-PCR. Candida
albicans fue crecida en condiciones normales (-), en presencia de etanol al 70% (et) y en contacto con el
extracto etanolico de propéleo (EEP) en concentraciones de 0.3 y 0.6 mg/ml durante 1 y 2 horas. En la parte
superior se observan las bandas correspondientes a la amplificacion del gen ADH1 encontrando subexpresion
del mismo en forma proporcional a la concentracién y tiempo de contacto con el EEP. En la parte inferior se
muestran los productos de amplificacién del gen de actina, donde la intensidad de la banda permanece
constante.

DISCUSION

El desarrollo de las técnicas de Biologia Molecular y la secuenciacion del genoma de C.
albicans ha hecho posible una identificacion més completa de los genes asociados a la
resistencia a los antifungicos actuales, al crecimiento de la levadura, sus factores de

virulencia y a los mecanismos moleculares de interaccion con la célula huésped.

En el presente trabajo, se estandarizo la técnica de RT-PCR para evaluar la expresion
diferencial del gen ADH1 de Candida albicans. La importancia de analizar este gen radica
en que si bien, su funcion normal como cualquier alcohol deshidrogenasa es catalizar la

conversion de acetaldehido a etanol, también parece desempefiar otros papeles importantes



en la célula que aun no son del todo comprendidos como por ejemplo la posible asociacion
a la superficie celular tanto a nivel de pared como de membrana, su interaccién con
componentes de la matriz extracelular y su posible papel en la adhesion a la célula

hospedera o en la produccién de biofilms.

Algunas referencias mencionan que es una molécula inmunogénica que juega un papel
importante durante el proceso de invasion de Candida albicans a la célula huésped siendo
una de las primeras proteinas en ser reconocida por el sistema inmune [30, 49, 60, 73, 83].
Se ha descrito también que interactla con componentes de la matriz extracelular como el
plasmindgeno y fibrindgeno [20, 45], lo que sin duda debe estar relacionado con la
capacidad de adhesién de la levadura, un importante factor de virulencia especifico de
Candida albicans. Esta capacidad de adhesion le permite formar biopeliculas, una forma de
crecimiento que les confiere a los organismos resistencia a desinfectantes y antiflngicos,
ademas es una de las causas principales de candidemia cuando se forma en dispositivos

intravenosos como los catéteres.

Con respecto a lo anterior, se ha demostrado que la proteina ADH1 se expresa
diferencialmente en biopeliculas bacterianas [5, 38]. En Candida albicans se han analizado
los niveles de expresién de esta proteina durante el proceso de formacion de las
biopeliculas y se han comparado con levaduras en estado plancténico (suspensién) y con
hifas. Los resultados hasta el momento no son contundentes, debido a que hay
contradiccion respecto a la forma de crecimiento en la que se presenta mayor expresion de
mensajeros y mayor concentracion de proteina [85]. Mukherjee y colaboradores (2006)
demostraron que en la formacion de biopeliculas hay una disminucion de los niveles de
ADHL1 tanto de proteina como de mRNA comparados con células planctonicas y que la
eliminacion del gen disminuye la capacidad de formar biopeliculas. Por otro lado, Martinez
(2009) demuestra lo contrario, que los niveles de proteina se encuentran incrementados en
las biopeliculas, posteriormente en levaduras y quienes presentan menos expresion son las
hifas, resultados compatibles con Gomariz (1999). En los estudios realizados por Ebanks
(2006) se menciona que hay una sobreregulacion en respuesta a la transicion de levadura a

hifa. Los estudios de expresion durante la interaccion con células tampoco son claros, a



pesar de que la localizacién en membrana y pared sugieren que la proteina podria estar

participando en el proceso de adhesion [39, 67, 74].

Las evidencias anteriores indican que la proteina ADH1 no sélo actia a nivel
citoplasmatico, sino que lleva a cabo funciones en la superficie de la célula. Existen
diversos estudios protedmicos en los que se ha localizado a la proteina en fracciones
provenientes de pared y membrana celular [12, 16, 21, 22, 52, 41, 85], aunque ain no se
sabe como se une la proteina a estas estructuras [85]. Mas dificil de entender es el hecho de
que la proteina carece de un péptido sefial que la acerque a las envolturas celulares. Se ha
postulado incluso que para poder alcanzar pared y membrana debe de hacerlo por medio de
un mecanismo no convencional de secrecion, independiente del Golgi [16, 67, 85].

Otro hallazgo importante respecto a esta proteina es que se encuentra diferencialmente
expresada en cepas resistentes a fluconazol indicando que la via metabdlica donde participa
la enzima puede contribuir a la resistencia a dicho antifingico en C. albicans [90].
También, por medio de un andlisis protedmico se ha reportado que un nuevo compuesto
antifangico denominado 2-amino-nonyl-6-methoxyl-tetralin muriatico (10b) favorece la
subexpresion de la proteina y aunque se desconoce su mecanismo de accion pudiera estar

relacionado con la generacion de energia en la mitocondria [57].

Todo lo anterior hace importante su evaluacién para poder comprender el papel que
desempefia en todos los procesos mencionados anteriormente. Debido a que la mayoria de
estos estudios se han llevado a cabo por anélisis protedmicos que involucran el analisis de
muchas proteinas alteradas durante una condicion en particular, nosotros proponemos que
el analisis de la expresion del gen por medio de una técnica como la RT-PCR podria
proporcionarnos informacion atil. En este trabajo se disefiaron los iniciadores y se
estandarizaron las condiciones de la reaccién que nos permitiran la evaluacion de la

expresion diferencial del gen bajo diferentes condiciones.

Para este trabajo la secuencia del gen fue obtenida a partir del Gen Bank y con ayuda del

programa Primer3, con lo que se pudieron disefiar 10 pares de iniciadores de los cuales



seleccionamos dos que amplificaban la misma region pero generando fragmentos de
diferente tamafio. Las caracteristicas de estos iniciadores era que presentaban baja
probabilidad de formar dimeros (homo y heterodimeros) y estructuras secundarias que
pudieran disminuir la eficiencia de la PCR. Cuando se hizo la comparacion de secuencias
con el programa BLAST se encontré que eran 100% especificos para el gen ADH1 y que
tenian homologia con algunas otras regiones pero menores al 65%. Una vez que se conto

con esta informacion se mandaron sintetizar los iniciadores.

Ademas de los iniciadores otro factor importante para que una reaccion de RT-PCR sea
exitosa es la calidad del RNA que se empleara. Para asegurarnos que contdbamos con una
buena muestra de RNA se probaron tres métodos distintos de extraccion-purificacion, dos
comerciales (spin RNA y trizol) y el método de cloruro de litio. Principalmente son tres los
parametros que nos indican que el procedimiento es el adecuado, uno es la cantidad de
RNA obtenido que va a depender del nimero de células de las que se parte sin embargo, e
independientemente del método empleado, la concentracion debera ser superior a 0.5
mg/ml. Por esta razén se partié de un mismo cultivo y el volumen fue dividido por partes
iguales entre los tres métodos. La cuantificacién se llevo a cabo por medio de la lectura en
el espectrofotdmetro a 260 nm no encontrandose diferencias significativas entre los tres
métodos.

La pureza de la muestra de RNA de C. albicans obtenido con cloruro de litio es otro
factor importante a considerar, y este principalmente se determina por la proporcion de las
lecturas de absorbancia a 230, 260 y 280 nm generadas por el espectrofotometro. La
literatura menciona que la proporcion Ajzso/Azg0 debera ser entre 1.8 — 2.1. En las
extracciones realizadas los mejores resultados se obtuvieron con el método de cloruro de
litio, obteniendo una proporcion de 1.93. Este factor se considerd adecuado debido a que la
muestra fue diluida en agua y se ha reportado que los valores cercanos a 2 solo se obtienen
cuando se emplea TE como diluyente. Algo parecido sucedié con la proporcion Azeo/Azso,
que se recomienda que sea entre 1.8 — 2.1 y en la muestra obtenida de RNA seleccionada

por el método de cloruro de litio la proporcion obtenida fue de 1.93.



El tercer factor es la integridad de las bandas de RNA ribosomal 18S y 28S. Esto es
evaluado mediante electroforesis en gel de agarosa y se espera observar bandas bien
definidas. La banda de 28S debera presentar el doble de intensidad respecto a la de 18S y
bandas tenues 0 no presentes de menor peso molecular que corresponden a los tRNA vy al
5S. Cualquier barrido que se observe sera indicativo de degradacion. En este parametro se
observaron diferencias entre los tres métodos, las bandas 18S y 28S fueron evidentes en la
extraccion con cloruro de litio y trizol, sin embargo, con el kit RNA spin solo se observaron
las de menor peso molecular. Una posible explicacion a los resultados obtenidos en dicho
kit puede ser que esta disefiado para partir de una muestra tratada con enzimas para romper
la pared celular y en este trabajo se realizd por maceracion con nitrogeno liquido, lo
anterior pudo haber afectado la calidad del RNA obtenido. Por otro lado, la muestra que
presentd menos barrido fue la de cloruro de litio que fue la que se seleccioné para el resto

de las pruebas.

Respecto al costo de cada uno de los métodos utilizados se observan grandes variaciones
ya que el Kit RNA spin tiene un costo de 150 dolares ( equivalente a $1,950.00) y se
pueden realizar 20 reacciones y 100 mililitros de trizol tienen un costo de 200 dolares
(equivalente a $2,600.00) considerando que con cada reaccion se utiliza 1 mililitro de trizol
en total se pueden realizar 100 reacciones y con cloruro de litio el costo es menor ya que

este método utiliza varios reactivos que se pueden encontrar facilmente en un laboratorio.

Para estandarizar la reaccion de PCR las primeras corridas se realizaron a 40 ciclos con
la finalidad de asegurar la visualizacion del producto por débil que fuera la banda. Primero
se estandarizd la concentracion de Mg y dNTP’s encontrando que de las condiciones
probadas solo las correspondiente a 1.5 y 0.2 mM respectivamente, fueron con las que se
obtuvo producto de amplificacion. La Tm se calculé con el programa olicalc beta calculator
y en base a esta temperatura se determin0 la temperatura de alineamiento. Se probaron
algunos grados arriba y por debajo de esta temperatura con la finalidad de optimizar la

reaccion. El criterio de seleccion fue la presencia de una sola banda del tamafio esperado.



La literatura ha reportado que para poder tener resultados semicuantitativos en la PCR es
necesario asegurarse que la amplificacion se detiene durante la mitad de la fase logaritmica
de la reaccion, que puede ser desde los 20 hasta los 30 ciclos dependiendo del gen a
amplificar [38,39,30] Por esta razon se evaluaron 25, 30 y 35 ciclos y después de visualizar
los productos en gel de agarosa se selecciond el numero de ciclos en los que habia menor
intensidad de la banda pero era visible. De esta forma nos aseguramos que la reaccién no

estaba saturada y que nos permitiria evaluar diferencias en la expresion.

Una vez que se establecieron estas condiciones era necesario demostrar que eran las
adecuadas para permitir evaluar la expresion diferencial del gen. En un trabajo previo
realizado en el laboratorio se determind que el extracto etandlico de propoleo provoca la
subexpresion del gen ADH1, lo cual fue evaluado por medio de la técnica de despliegue
diferencial. Bajo las condiciones determinadas en este trabajo se corroboraron los
resultados de subexpresion del gen en forma proporcional a la concentracion y al tiempo de
exposicion con el EEP, observando asi una disminucion en los niveles de expresion del gen
ADHL1 dependientes de la concentracion y el tiempo de exposicion, comparados con los

niveles de expresion que se obtuvieron con el gen de ACT1 utilizado como control.

De acuerdo a lo anterior podemos concluir que los iniciadores disefiados y las
condiciones establecidas permitiran evaluar la expresion diferencial del gen ADH1 de C.
albicans bajo diferentes condiciones de crecimiento, lo cual permitird profundizar en el
estudio de la funcién que este gen desempefia en células planctonicas, en hifas y formacion

de biopeliculas.



CONCLUSIONES

1. Se disefiaron dos pares de iniciadores especificos para la amplificacién de una
region del gen ADH1 de Candida albicans denominados ADH11 y ADH14.

2. Se evaluaron tres métodos de extraccion de RNA de Candida albicans,
seleccionando como mejor el de cloruro de litio debido a que se obtuvo mejor

pureza e integridad.

3. Respecto a los rendimientos de obtencién de RNA no se encontraron diferencias
significativas entre los tres métodos, sin embargo, en costos es mucho mayor el

correspondiente al Kit.

4. Se establecieron como concentraciones Optimas para la reaccion de PCR: 1.5 mM
de magnesio y 0.2 mM de dNTP's debido a que en estas concentraciones los dos

iniciadores probados mostraron una sola banda sin productos inespecificos.

5. Las temperaturas éptimas de alineamiento parael par de iniciadores fue de 55°C y
para el par ADH14 de 52°C.

6. EIl numero de ciclos 6ptimo para ambos iniciadores fue de 25 ciclos ya que los dos
pares de iniciadores presentaron bandas bien definidas y permitieron mostrar

diferencias en la expresion diferencial.

7. Con las condiciones seleccionadas fue posible demostrar una subexpresion del gen
ADHY1 cuando se hizo crecer a Candida albicans en presencia de extracto etandlico
de propoleo a concentraciones de 0.3 y 0.6 mg/ml. Lo anterior demuestra que se
logré una buena estandarizacion de la técnica de RT-PCR para evaluar los niveles

expresion de este gen.



GLOSARIO

ADHZ1: Alcohol desidrogenasa 1.

Adhlp: Alcohol desidrogenasa 1 proteina.

Als: del ingles Agglutinin-like secuence.

AMV: Virus Aviar Mieloblastosis.

cDNA: Acido desoxirribonucleico complementario.
DNA: Acido desoxirribonucleico

dNTP’s: Desoxinucleotidos.

EEP: Extracto Etandlico de Propoleo.

GC: Guanina y citocina.

GE: marca comercial General Electric.

Hwplp: del ingles hyphal and germ tube specific gene.
Intllp: del ingles putative integrin gene.
MMLV-RT: Virus de la Leucina Murina Malones.
Mntlp: gen manosil transferasa.

Pb: Pares de bases.

PCR: Reaccion en cadena de la polimeraza.

RNA: Acido ribonucleico.

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimeraza- transcriptasa reversa.
SAP: aspartil proteasas.

Tm: Temperatura de alineamiento.

YPD: del ingles Yeast Peptone Dextrose.
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