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. INTRODUCCION.

1.1.-Antecedentes.

El términe *micosis oportunista®, es utilizado para designar a los hongos que
viver normalmenta como saprofitos en el ambiente, o en cavidades naturales de
los animales y los seres humanos, son termotolerantes y tienen la capacidad de
sufrir cambios bioquimicos y morfologicos al entrar en contacto con organismos
que presentan deficiencias en sus sistemas de defensa B geénero Candida esta
considerado como uno de los heongos causantes de eslas micosis. Candida
albicans perlenece a la farnilié briptococcaceae y es agrupado dentro de los
hongos imperfectos Deuferomycetes, sus especies son levaduras ubicuas,
presentes en plantas, en la flora normal del tracto alimenticio y en zonas mucosas
de humanos 7%,

Los primeros datos sobre este género fueron aportados por Hipocrates (460
a 377 a.C.), quien describid placas blanquecinas en la boca de pacientes débiles
y en recién nacidos ', desde entonces se han escrito una serie de informes
acerca de este hongo, incrementéndose su frecuencia de aparicion en los tltimos
afios, debido principalmente, al aumento en el uso de drogas inmunosupresivas y
a la propagacion del SIDA '35 Este hongo, de distnbucidn cosmopolita, es el
responsable de un gran numereo de infecciones en humanes, las cuales van desde
leves hasta severas infecciones en piel, unas, tracto urinano, esdfago, boca,
vagina y otros tejidos, siendo C. albicans la levadura mas cominmente aislada en

pacientes inmunocomprometidos %102,




En general, C. albicans ha cobrado importancia, debido al aumento en la
frecuencia de su aislamientc en muestras clinicas "% y al desarrollo de
resistencia contra varios de los antimicoticos mas comuinmente usados en el
tratamiento clinico, entre los que se encuentran algunos azoles como fluconazol,

ketoconazol, itraconazol y 5-Fluorocitocina (5-FC) 8121314

1.2.- Biologia de Candida albicans.

En la actualidad se han descrito mas de 81 especies en el género Candida,
algunas de las cuales son causantes de enfermedades en humanos (1,2). Dentro
de las mas importantes se encuentran C. guiliermondii, C. parapsilosis, C. krusei,
C. tropicalis, C. pseudotropicalis, C. stellatoidea y C. albicans; siendo esta Ultima
la mas frecuente y la mas virulenta 3877,

Dentro de su género, Candida albicans es la especie mas comunmente

2438827 Junto con la mayoria de los

aislada de muestras intrahospitalarias
hongos patogénicos humanos, C. afbicans es un hongo oportunista descrito como
pleomérfico, por presentar bajo diferentes condiciones microambientates, distintas
formas morfolégicas. Es capaz de crecer como un brote de células de levadura,
como una hifa elongada o como una pseudohifa. Su forma de crecimiento
saprofitica habitual, es similar al de una levadura unicelular gram (+) sin capsula,
con células redondas-elipsoidales que tienen un diametro promedio de
aproximadamente 4 um; en cullive se observan de color blanco, claramente

demarcadas, lisas, brillantes y cremosas 2891027,




Candida albicans se reproduce por gemacion y posee un genoma diploide

gue no muestra ciclo sexual > Una de sus caracteristicas principales de

diferenciacion, con respecto a otras especies, es la aparicion del tubo germinal en

suero bovino fetat, el cual se forma en tan solo 3 horas a 37°C 2381927

1.3.- Aspectos clinicos de la Candidosis.
1.3.1.- Epidemiologia.

Las levaduras del género Candida son consideradas como patégenos de

humanos, causantes de enfermedades localizadas, diseminadas o sistémicas, en
hospederos normales con deficiencias en inmunidad, ya sea celular {caquexia,
SIDA) o humorai (leucemia. mieloma), © en hospederos inmunodeprimidos
124881077 Estos hongos se ven favorecidos en su crecimiento por procesos
invasivos, catéteres intravasculares, terapias inmunosupresivas consecutivas a la
administracion de glucocorticoides y quimioterapia, inmadurez celular,
inmunodeficiencia, granulocitopenia, hiperalimentacion parenteral, quemaduras
graves, etc. 2%
Candida afbicans infecta princi;jal'mente al hombre y a otros animales de sangre
caliente, como es el caso de monos, cabras, caballos, cerdos, carneros, bovinos,
ratones, ratas, conejos, pollos, patos, pavos, palomas, cotorros, gaviotas y
gorriones entre otros.?

Un estudio realizado por Beck-Sagué y Cols. en los Estados Unidos, durante
el pericdo de 1880-1990, describe un total de 30,477 infecciones fungicas

nosocomiales; de las cuales, 59.7% fueron debidas a C. albicans *. Por otra parte,

Vazquez y Cols., colocan a Candida spp. como el cuarto organismo mas
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cominmente aislado en culivos de sangre provenientes de pacientes
hospitalizades, con una moralidad de fungemia por C. afbicans de
aproximadamente 80-85% °.

En Mexico, el Instituto Mexicano del Seguro Social reporta en su Atlas
Epidemiolégico de 1985-1990, un total de 205 egresos por micosis en hospitales
de zona y 11,050 consultas totales por micosis, en nitos menores de 1 afio de
edad durante 1990 .

Candida produce el 25% de las micosis superficiales, se presenta
principalmente, en recién nacidos, con un indice del 4 al 18% ; la forma bucal
predomina en menores de 10 afios de edad y en mayores de 60 afos, en especial
en mujeres. La vulvovaginitis es responsable del 20 al 30% de las enfermedades
ginecologicas; 50% de los casos se observan entre los 20 y 20 afos de edad,
siendo C. albicans el causante prilncipal de vaginitis; ya gue alrededor del 75% de
todas las mujeres la presentan por lo menos una vez en su vida '. Candida
albicans puede afectar del 13 al 21% de quienes usan anticonceptivos hormonales
y del 15 al 47% en las embarazadas, con predominio durante el tercer trimestre.
Ademas C. albicans se presenta entre el 80 y el 30% de fos enfermos con SIDA y
en particular, en México se ha observado en un 54% de los casos con predominic

en boca y eséfago "%,

En el Instituto Nacional de Perinatofogia (INPer) el comportamiento de
Candida como agente patdgeno en la génesis de sepsis neonatal, se mostro
estable hasta 1992, En el periodo de 1993-1994, se presentd un incremento

notorio en el nimero de casos, ubicdndose en el segundo lugar comoe causa de




sepsis neonatal en este Instituto.‘ Bermidez Salazar ', realizé un estudio en el
INPer sobre clasificacion de especies de levaduras causantes de sepsis neonatal,
encontrando que de un total de 45 casos, entre enero de 1993 y diciembre de
1994, el 40% de los casos correspondieron a Candida albicans, seguida de C
parapsilosis (28.9%) y C. guilfiermondii (11.1%); demostrando que C. afhicans es

la especie principalmente asociada a sepsis por levaduras,

1.3.2.- Cuadro clinico.

Con base al tipo de infeccién que se presenta en un individuo, las candidosis
han sido clasificadas en localizadas, diseminadas y profundas; sistémicas y
alérgicas %; aunque también es comin clasificarlas en base al fugar donde se
localizan, proporcionando asi una orientacion mas Util de las caracteristicas
clinicas de la enfermedad '.

Candida albicans puede afectar cualquier tejido y sus manifestaciones
clinicas dependen del organo afectado; asi es posible encontrar candidosis
orofaringeas, esofégicas, gastrointestinales, peritoneales, vaginales, de vias
respiratorias y urinarias, de hueso, articulacidn y musculo; cardiacas, del sistema
nervioso central, oftalmicas y cutaneas entre otras '2°1%%7

En boca, normalmente se presenta enrojecimiento y hay placas mucosas de
color blanco aperlado en la superficie de la lengua, pudiendo formar una
pseudomembrana adherente, compuesta de células epiteliales descamadas,
leucocitos, queratina, tejido necrdtico y depdsitos de alimento; las blastosporas y
formas de pseudohifas abundan, aunque rara vez penetran el estrato cérneo;

estas lesiones pueden ser asintomaticas, o bien, llegar a presentar sensacion de




quemadura, sequedad de boca y sabor metdlico. En la quelitis angular,
cominmente conocida como bogueras, se presentan doior, eritemas y fisuras en
la comisuras de la boca.

La candidiasis esofagica es consecuencia de la extension de una infeccion a
partir de la cavidad bucal, el sintoma principal es (a disfagia, presentandose
también nauseas, vomitos y hemorragia del tubo digestivo. En ias afeccion
gastrica existe perforacion y puede sobrevenir peritonitis.

La forma sistémica de la candidosis es de las mas graves y puede afeclar al
aparato urinario y a los rifiones, el endocardio, las meninges e incluso produce
queratitis. En candidiasis peritoneal a veces hay distension abdominal, fiebre y
vémito, siendo comun la infeccion localizada.

En las vaginitis se presenta inflamacién; leucorrea blanquecina (fiujo),
espesa y grumosa; prurito intenso, sobre todo premenstrual y extensién de las
lesiones a vulva y periné. La mucosa vaginal muestra placas blanquecinas,

amarillentas o pseudomembranosas.

1.3.3.- Diagndstico.

Debido a los problemas causados por este patdgeno, se han desarroliado
métodos fenotipicos para la identificacidn y tipificacion de cepas de C. albicans,
entre los que se encuentran la serotipificacion, la morfologia, la biotipificacion y la
resistatipificacion. Por un lado, los métodos fenotipicos empleados en la
identificacién de esta levadura presentan problemas tales como dificultad en la
gjecucién, la estandarizacion, la variabilidad de corrida a corrida, cambios de

patrones fenotipicos con el almacenamiento, la reproducibilidad, la complejidad en



la elaboracidn y la susceptibilidad a cambios en los resultados para una sene de
variables 2*81%1 pgr 1o anterior, la faita de marcadores moleculares especificos
para la identificacidn rapida y precisa de esta levadura, se ha convertido en un
objetivo primordial dentro del campo de la Biologia molecular para identificar y
contrarrestar a este patdgenao oportunista.

El examen directo se practica a partir de un exudado, esputo, escamas,
raspado de ufas, 0 centrifugado de orina. También pueden realizarse frotis o
tincidn de gram en muestras -obtenidas de lesiones, donde se observan
abundantes esporas redondeadas u ovales de 2 a 4 um de diametro, blastosporas
y pseudohifas, o hifas verdaderas obteniéndose asi un resultado preliminar muy
aul #1927 Asi también, el material puede ser recuperado por raspado de tas
placas mucosas o cutaneas para su cultivo posterior, el cual se logra a
temperatura ambiente, en medios habiluales como agar de dextrosa Sabouraud
simple o bien complementado con cloramfenicol para evitar la contaminacion per
bacterias 2%

La identificacion de C. albicans es més rapida que la de otras especies del
genero, su crecimiento es relativamente rapido y de 14 a 48 horas después, se
puede observar el crecimienlo de colonias lisas, blandas, brillantes, de color
blanco y ligeramente beige, las cuales con el tiempo se vuelven plagadas, rugosas
o membranosas con ios centros de las levaduras invaginados. Para distinguir esta
especie de las demas del genero, se realizan diferentes pruebas, siendo la mas
caracteristica la filamentacién o tubo germinal, 1a cual consiste en poner en

contacto un inoculo de la levadura con suerc bovino fetal, incubando a 37 °C




durante 3 horas; observéndose al microscopio la presencia de tubo germinativo,
caracteristico de C albicans, este también puede ser presentado por otfras
especies, pero ocurre en mayor tiempo.

Por otra parte, las pruebas basadas en fermentacion y asimilacion de
carbohidratos (prueba de AP1), también han sido implementadas para la deteccién
de éste hongo Las pruebas seroldgicas basadas en anticuerpos contra Candida,
no han tenido mucho éxito *?*¥¥ debido a la discrepancia de resultados y a la

dificultad para su identificacion.

1.3.4.- Tratamiento.

Actualmente se cuenta con antimicoticos en presentaciones como tabletas
crales, unglento, gotas, gel, susbensién, talco y tabletas vaginales; las drogas
antifangicas utilizadas generalmente contra Candida son nistatina, clotrimazal,
violeta de genciana, anfotericina B, flucitosina, itraconazol, miconazol y
ketoconazol %% La seleccion del farmaco apropiade o de una combinacion para
el tratamiento contra la candidosis depende de la localizacion y de la magnitud de
la infeccién.

A pesar de que se cuenta con ésta gama de medicamentos, Candida
albicans estd empezando a mostrar resistencia a algunos de éstos antifingicos
Auger y Cols ** han reportado en un estudic de 666 pacientes en Canada, hasta
un 11 3% y un 49.7% de resistencia a 5-FC por parte de cepas con serotipos A 'y
B respectivamente.

1

En México, Gutiérrez Guevara "% encontrd un 47% de resistencia a azoles

{ketoconazol, itraconazol, fluconazol), en 60 cepas de Candida albicans




analizadas, siendo la mayoria de ios aislados resistentes a ketoconazol (13/60) vy
ninguno de éstos con resistencia a anfotericina B. En general, poco se sabe
acerca del genoma de C. albicans y de las moléculas que le confieren resistencia

contra las diferentes drogas usadas en su tratamiento.

1.4.- Biologia Molecular de Candida albicans.

En este organismo, la expresion de genes, se manifiesta inicialmente como
un transcrito de RNA mensajero (mRNA), el cual es subsecuentemente traducido
a una molécula proteinica. Esta proteina puede presentar caracteristicas tales
como antigenicidad o bioactividad, cuya produccion es posible investigar
experimentalmente. Los ensayos mas confiables y sensibles de que se dispone
actualmente, para reconocer la presencia de RNAs especificos, incluyen métodos
basados en la hibridacion RNA-DNA (Northern) y en la reaccidon en cadena de la
polimerasa a partir de RNA (RT-PCR), asi como métodos para reconocer la
presencia de proteinas, tales como la inmunoprecipitacion, el Western y el analisis
de inmunofluorescencia. Los mRNAs representan una gran fuente de informacion
del microorganismo, de tal modo que si éstos fueran conjuntados en una biblioteca
de expresion gendmica, el estudic de las moléculas de interés de C albicans se
veria ampliamente facilitado.

Candida albicans presenta un genoma diploide sin ciclo sexual, algunos de
sus genes son parecidos a los de Saccharomyces cerevisiae, por lo que muchos
de los genes de Candida han sido clonados, por la via de complementacion con
mutaciones de S. cerevisiae y mas recientemente han sido expresados

directamente en Escherichia coli. Entre algunos de los genes que han sido




aislados de éste hongo, se encuentran el gen de la lanosterol 14 a-demethylase
(ERG16), aspartylprotease {PRA1), B-tubulina (TUB2) y el gene CDR1, entre
otros. El gene CDR1 ha sido caracterizado y se sabe que confiere resistencia

multiple a antiftingicos™5%

1.4.1.- Bibliotecas de expresion.

Las bibliotecas gendémicas son colecciones de clonas recombinantes que
tedricamente contienen todas las secuencias del genoma original construidas en
plasmidos ¢ bacteridfages. Una de sus utilidades basicas, es el aislamiento de un
gene o regién genémica de interés y su produccion en grandes cantidades, para
su posterior estudio, asi como la elaboracion de mapas genéticos.

Los eventos basicos, requeridos para la construccion de una genoteca son:
< Generar fragmentos de DNA de un tamafio adecuado.

4 Ligar estos fragmentos a un vector de clonacién apropiado.

Introducir la molécula recombinante dentro de una célula capaz de replicarse.

» Por dltimo, tener un método de seleccion para las clonas que contienen &l DNA

foréneo.

Asi mismo, es posible la construccion de hibliotecas de cDNA, las cuales
representan copias de poblacionés de mRNA presentes en un organismo o tejido
en parlicular, comanmente los insertos clonados son de tamarics pequefios (1-3
Kb}

Estas bibliotecas son clonadas en vectores que perrmiten la expresidn de

proteinas recombinantes y son mantenidas usualmente en una cepa receptora de
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E coli. Estas bibliotecas pueden ser clasificadas ampliamente como direccionales
o al azar, donde todos los miembros de una biblioteca direccional contienen cDNA
insertados y clonados en una orientacion especifica, relativa a la polaridad
transcripcional de los mRNAs originales; asi los miembros de una biblioteca al
azar contienen cDNA insertado y clonado en cualquier orientacién. Las bibliotecas
direccionales son construidas para expresar genes clonadaos, permitiendo gue |a
proteina hibrida expresada, contenga la secuencia correcta de aminodcidos y asi
pueda ser detectada inmunologicamente, al utilizar un anticuerpo especifico que
reconoce a la proteina original. Generalmente, el vector aporta un promotor
especifico y de alta afinidad para garantizar la expresién de la proteina de interés.
Todos los miembros de una biblioteca direccional son potencialmente capaces de
expresar antigenos, a diferencia de las bibliotecas al azar, en las cuales solamente
cerca del 50% de las clonas contienen cDNA insertado en la orientacién correcta
para su expresion,

En general, se prefieren las bibliotecas de cDNA a las genomicas como una
fuente de genes clonados por el hecho de no contener intrones ya que las clonas
obtenidas son una representacion directa de las secuencias codificadas. Por otra
parte, los bancos de cDNA son mas faciles de tamizar, ya que contienen un
numero menor de clonas, al estar libres de intrones y, ademas, cada clona de
cDNA contiene una sola secuencia de mRNA, disminuyendo asi, el numero de
sefiales falsas. Ademas el cDNA presenta la capacidad de expresarse en
bacterias, pudiendo estar sujetc al control transcripcional de un promotor

procarionte.
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Las bibliotecas de cDNA son comanmente clonadas en el vector Agtii, el
cual es capaz de producir un polipéptido especificado por un fragmento de DNA
insertado. Las hiblictecas de fagc;s clonadas en Agt11 pueden ser seleccionadas
con sondas de cDNA, oligonucledtidos, etc. y esto permite aislar secuencias de
DNA que codifican ios antigenos contra los cuales las sondas son dirigidas.

El vector Agt22A es derivada de Agt11, tiene un tamafo de 4273 Kb y
contiene un sitio de clonacion multiple dentro del gen lac Z, acepta insertos de
hasta 8.2 Kb, contiene el gen lac 5 para la seleccién de clonas (azul/blanco) y
puede expresarse selectivamente cuando se propaga en células E. coli Y1090
{Figura 1).

Otro vector de clonacion utilizado para la construcciones de bancos de cDNA
es el plasmido pSPORT |1, el cual es un vector de expresion mullifuncicnal,
utilizado para la clonacion de cDNA, para la transcripcién in vifro y para algunos
procesos en bibliotecas de substraccion, Este, contiene un sitic unico de clonacion
multiple con 19 sitios para endonucleasas de restriccion, incluyendo un sitio Unico
Not 1-Sal |. Esta flanqueado por los promotores de la RNA polimerasa SP6 y T7.
Ademas presenta un promotor /ac inducible, para la expresion de genes clonados
y una copia del gene represor, fac por lo gque las proleinas de fusidn son

sintetizadas unicamente en presencia de IPTG (Figura 2).

12




R
0 Ldteed i End a2ty
[ T EL ] dm@
BomH ] 5.5) L 1985 1 603 ] 123 J
gghi il 223 1239111 691
g i
Hed ].98 492 Fiy 381 1 44 3]
M
Ko | 108 1158 ni ;,.@]
api|] s 2.82 | 252 | 220 ||| 218 ,-I
pw i .93 } 8589 LLIL 10.32 1 984 1
A2 | L 1. LB
Sma ik 2. =
il 3050 L . |
xno
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tamafio de este vector es de 42.73 Kb, aceptando la cionacién de fragmentos con
un tamano de hasta 8.2 Kp
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. JUSTIFICACION.

Debido a las dificultades que se presentan en ei estudio del genoma de
Candida albicans, como los altos niveles de resistencia a diferentes antimicoticos
que esta presentando actuaimente, a su importancia clinica y a los problemas
existentes para la caracterizacion de éste microorganismo, una alternativa viable,
es la elaboracion de una biblioteca de cDNA, tanto de aislados de Candida
albicans resistentes, como sensibles a diferentes antimicéticos, esto nos puede
ayudar a entender los mecanismos de patogenicidad de este hongo y a aclarar
como suceden los procesos de resistencia a las diferentes drogas; mediante el

aislamiento de los genes que codifican para ésta resistencia.

Adicicnalmente, seria posible el aislamiento y la secuenciacion de los genes
responsables del serotipo de los aislados de C. albicans (relacionado con
resistencia) y asi lograr la elaboracion de una sonda molecular que facilitara la

deteccion de éste




il. OBJETIVOS.

OBJETIWWVO GENERAL.

% Conslruir bibliotecas de expresion de cepas de Candida albicans sensibles y
resistentes a cuatro diferentes drogas antifingicas: ketoconazol, itraconazol,

fluconazol y anfotericina B.

OBJETIVOS PARTICULARES.

¢ Construir bibliotecas de expresion de cepas de C. afbicans sensibles y
resistentes a cuatro antifungicos, utilizando como vector de clonacion el

plasmido pSPORT-I.
& Construir bibliotecas de expresion de cepas de C. albicans sensibles y

resistentes a cuatro antifungicos, utilizando como vector de clonacion el DNA

de fago gt 22A.
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Iv. MATERIALY METODOS.

4.1.- Diagrama de flujo para elaboracién de una biblioteca de expresion.
La metodologia necesaria para elaborar una biblioteca de expresiéon se

resume en €l siguiente diagrama:

Cultivo de levaduras resistentes o sensibles a diferentes antimicoticos
Formacién deaesferoplastos
Extraccion de RNA total, cuantiﬂcicic‘)n y corrimiento electroforético
Purificacion de Poly{A)", cuantiﬂc{;cién y corrimiento electroforético

Sintesis de la primera cadena de cDNA

3
Sintesis de la segunda cadena de cDNA
1
Cuantificacion y separacién electroforética de la primera y la segunda cadena de
cDNA
g
Fraccionamiento de subpoblaciones de cONA
. 3
Clonacidn motecular
2 Y|
Empacamiento in vitro Transformacion
0 g
Titulacion Titulacién
8 4
Biblicteca en Agt 22A Biblioteca en pSPORT

17




4.2.- Muestras bioldgicas.

En este estudio se utilizaron oche cepas de levadura, de las cuales,
cuatro fueron aislados de Candida albicans sensibles y cuatro aislados
resistentes a los antimicdlicos: anfotericina B, fiuconazol, ketoconazol e
del

caracterizados en el Departamento de Infectologia del Hospital de Pediatria del

itraconazol. Dichas cepas

fueron obienidas

Centro Médico Nacional Siglo XXI 2 (cuadroe 1).

grupo de aislados

Cuadro 1. Patrones de resistencia y serotipc presentados por las cepas de

Candida. albicans.

No. cepa

Serotipo

ANTIFUNGICOS

F

4

5

16

30

32

42

85

@ P ] | @™ P 2

Wl w| O wl A w|l w

W w» A v wl O

89

A

w w wl ]l w v KN vl 2

R

S

X1 wl »n »| »nl B w»wl A X

{N = Anfotericina B, F = Fluconazol, K =

| = ltraconazol. R= Resistente y S = Sensible).

Ketoconazol,
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4.3.- Cultivo de levaduras y obtencion de esferoplastos.

El cuitivo de las levaduras y obtencion de los esferoplastos se realizéd

mediante el método descrito por Ausube! y Cols.®* con las modificaciones
sigulentes. cada aislado de C albicans se sembrd por dilucion en una placa de
agar de dextrosa Sabouraud (BIOXON) v se incubt de 24 a 4B h a 37 °C. Se tomo
una colonia por aislado (diametro aproximado = 1 mm) y se inoculd en un tubo Falcon
de 50 ml con 15 ml de caldo de dextrosa Sabouraud, incubando ofras 24 ha 37 °C
con agitacion a 200 rpm, periodo en el cual el cultivo se encontraba en fase de
crecimiento logaritmico. El cultivo se expandié en 50 ml de caldo de dextrosa
Sabouraud, incubandolo en las mismas condiciones, hasta alcanzar nuevamente
la fase de crecimiento Iogaritrhi;:o. Posteriormente, el nidmero de células por
mililitro, se cuantificd espectrofotométricamente (1 UDOeggm = 3x10° cebml). Las
células fueron sedimentadas por centrifugacién a 3,000 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente, lavadas con PBS 1M y sedimentadas nuevamente.
Para la formacion de esferoplastos, al paquete celular obtenido, se le agregaron
50 ul de liticasa (SIGMA) disuelta en sorbitol (0.3 mg/mi de liticasa por cada 1-2x10° celimi)
y 80 uf de $-mercaptoetanol 0.28 M (MERCK), homogenizando e incubando 1 h a
37 °C con agitacion constante (200 pm). La suspension se centrifugd 15 min a
3,000 rpm a temperatura ambiente y el paquete celular, fue recuperado y
almacenado a —70 °C hasta su utilizacion posterior en la extraccion de RNA.

4.4.- Extraccion de RNA total.

Para la extraccion de RNA total, el paquete celular de cada aislado de C
albicans, conteniendo aproximadamente 107 celulas/m!, fue homogeneizado, con
15 m| de TRIZOL (GIBCO BRL) e incubade 5 min a temperatura ambiente. al término
de la incubacidn se |le agregaron 3 ml de cloroformo al 100% (SIGMA Chemical). Esta
mezcla fue agitada vigorosamente por 2 min y se transfirio a un tubo Corex de 30
ml, centrifugandcla 15 min a 12,000 rpm a 4 °C. La fase acuosa se recupero en un
tubo nuevo y sé mezclo con 1 volumen de cloroformo al 100% homogeneizando
fuertemente y centrifugando a 12,000 rpm a 4 °C, durante 15 min. El sobrenadante

se recuperd y mezclé con 1 valumen de isopropanal fric al 100 % (MERCK),
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incubando 15 min en hielo para precipitar el RNA. Esta mezcla se centrifugd bajo
las mismas condiciones, decantando e inviiendo el tubo para eliminar de la
pastilla los residuos de etanol. Para eliminar las sales, la pastilia fue lavada con 15
ml de etanol frio al 75%, agregandolo suavemente por ilas paredes vy
centrifugandolo nuevamente. Finalmente el paquete de RNA fue recuperado,
posteriormente se resuspendio en 0.6 mi de amortiguador de elusion TES 1 X. De
esta mezcla se tomaron dos alicuotas, una para su cuantificacion y otra para su
separacion electroforética, el resto se mantuvo a —70 °C hasta su utilizacién en la

purificacidon de RNA poliadenilado [poly (A)'].

4.4.1.- Cuantificacion espectrofotométrica de RNA total.

Para la cuantificacion del RNA total obtenido, se tomd una alicuota de 10 pl
de cada una de las muestras y se realizé una dilucion 1:100 con amortiguader TE
a la que se le midid la absorbancia a 260 nm y a 280 nm, utilizando la siguiente

formula para estimar la cantidad de RNAtotal.

RNAtar = (Aze0) (40pg/mifAzse) (100} (0.6 ml)
Donde:
Aoso = Absorbancia de la solucidn a 260 nm
40 pg/mliAzge = Factor de conversion
100 = Factor de dilucién
0.6 ml = Volumen total de resuspensidn.
Caciente = Azsp/Azes. (El cociente entre las lecturas a 260 y 280 nm da una
estimacién de la pureza del RNA, considerandose preparaciones adecuadas

las que presentan un rango entre 1.9-2.0) 2252,
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4.4.2.- Separacién electroforética de RNA total en geles de agarosa-
formaldehido.

La separacién electroforética se realizé en geles de agarosa al 1.5 %, MOPS
y formaldehido al 2 % (GIBCO BRL), utilizando como amortiguador de corrida
MOPS 1 X Cada muestra de 10 ug de RNA fue deshidratada por centrifugacién al
vacio durante 5 min y se le adicionaron 10 ul de amortiguador de muestra (NBSEB 1
X}, desnaturalizando por calentamiento a 85 °C por 5 minutos. A cada muestra se
le adiciond 1 pl de bromuro de etidio [1 ug/W] (GIBCO BRL), posteriormente |as
muestras se enfriaron en hielo y fueron aplicadas en los pozos del gel, corriendo
la electroforésis a SV por cada 'centimetro de longitud del gel, deteniendo la
corrida hasta que el amortiguador de muestra migré aproximadamente hasta el
80% de la longitud del gel. Finalmente éste fue observado en un transiluminador,
para verificar la calidad e integridad del RNA total, con una lampara de |luz

ultravioleta a 200 nm (Figura 3).

4.5.- Purificacién de mRNA.

Debido a que la calidad del mRNA rige la cantidad maxima de secuencias de
informacion que pueden ser convertidas en cDNA, se siguié un proceso de
purificacion del mRNA a partir de RNA total. El mRNA fue purificado con oligo (dT)
celulosa, que es la matriz mas comunmente utiizada para seleccionar RNA
poliadenilade [poly {(A)'], el cual representa entre el 0.5% y el 2% del RNA total
celular.

Para el aislamiento del mRNA, se utilizaron 300 mg (peso seco) de oligo {dT)
celulosa por cada 0.5 mg de RNA total. El RNA total extraido y resuspendido
anteriormente en 600 pl de amortiguador TES, fue calentado a 65 °C por 5 min y
después enfriado rapidamente en hielo. A dicho material se le adicionaron 60 pl de
NaCl 5 M (MERCK) mezclandolo y agregandolo directamente a un tubo eppendorf,
que contenia oligo (dT) celulosa, previamente hidratado en 1m{ de NaOH 0.1 M
por cada 0.5 g de oligo (dT) celulosa en polvo. La suspension se mezcld e incubd
10 min a 37 °C con agitacién periodica de! tubo por inversiones suaves. La

celulosa fue sedimentada durante 5 min a 3,000 rpm, el sobrenadante se removio

21




y se guardd en un tubo etiquetado como “RNA total” (esta fraccion contenia RNA
no unido, mucho del cual es RNA ribosomal). El sedimento fue lavado con 1 ml de
amortiguador TNES 1X por inversiones suaves del tubo y la celulosa se sedimento
nuevamente bajo las mismas condiciones. El sobrenadante obtenido, se removid y
se adiciond nuevamente al tubo marcado como RNA total y el sedimento fue
lavado ahora con 1 ml de DEPC-agua fria por inversiones suaves, Este tubo fue
guardado en frio y la celulosa se sedimentd por centrifugacion bajo las
condiciones ya descritas, e! sobrenadante obtenido se colocd en un tubo marcado
como “lavado de agua”. Para liberar el mRNA de la celulosa, al sedimento se le
adicionaron 400 ul de DEPC-agua, mezclando suavemente e incubando 5 min a
65°C. A continuacion la celulosa se sedimento y el sobrenadante se removid y fue
guardado en un tubo Falcon de 15 ml marcado como “poly (A} RNA®. Estos
Ultimos pasos, se repitieron dos veces mas y se combinaron las tres fracciones de
DEPC-agua (1200 pl). Finalmente el poly {A)" RNA asi obtenido, se cuantifico

espectrofolométricamente.

4.5.1.- Cuantificacidn espectrofotométrica de mRNA

Para la cuantificacién espectrofotométrica de poly{A)'RNA, se realizd una
dilucion 1:10 con amortiguador TE. La absorbancia de la solucion se midid a 260
nm y a 280 nm, se calculd la produccion total de mRNA por la misma férmula

utilizada para el RNA total

4.6- Sintesis de cDNA.
4.6.1.- Sintesis de la primera cadena de cDNA.

Las moléculas de mRNA purificado, pueden servir como un molde para la
conversion enzimatica de ésta molécula, relativamente inestable de una sola
cadena, en moléculas mucho mas estables de doble cadena (DNA complementario:
cDNA), las cuales ademas, pueden ser clonadas.

Asi, en la sintesis de |a primera cadena de cDNA se utilizé el iniciador-
adaptador Not-1 como moelde, dando asi el elemento asimétrico necesario para la
obtencién de clonas direccionales (la secuencia de Not | es 5-pGACTAGT
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TCTAGA TCGCGA GCGGCCGC CC (T)s -37). La elaboracion de las bibliotecas
de expresion se llevd a cabo utilizando el Sistema Lambda "SUPER SCRIPT™"
para sintesis de ¢DNA (GIBCO BRL).

Cinco microgramos de la solucion de poly {A)" fueron precipitados y
recuperados por centrifugacion a 14,000 rpm, durante 10 min; el paquete de
mRNA fue lavado con 500 pl de etanol frio al 75 % y centrifugado por 5 min,
secando el paquete de mRINA por centrifugacion al vacio con calor durante 5 min.
El paquete seco de poly(A)” se disoivio cuidadosamente con 5 ul de DEPC-agua y
se mezcld con 2 pl de adaptador Not / [0.5x0/); dicha mezcla se calentd 10 min a
65°C vy después se enfrié rapidamente en hielo, se centrifugd unos segundos para
colectarla y en seguida se homogeneizd suavemente con 4 ul de amortiguador de
12 cadena 5 X, 2 ul de DTT 0.1M, 1 pl de dNTP-mezcia 10 mM y 1 i de (a-P)
dCTP [10 pcind] La solucion fue colectada con una cenfrifugacion suave y su
temperatura se equilibré mediante una incubacién de 2 min a 42 °C. Finalmente a
la mezcla se le adicionaron 5 p! de la enzima Super Script RT [0 U
homogenizando suavemente & incubando 1 h a 42 °C. Transcurrido este tiempo, la
reaccion fue detenida colocando el tubo de reaccién en hielo. De ésta mezcla se
retiraron 2 u! de muestra, los cuales se agregaron a un tubo eppendorf marcado
como “sintesis de primera cadéna” (SPC), previamente preparado con 43 yl de
EDTA 20 mM (pH 7.5) ¥ 5 pl de tRNA como acarreador, solucidon que sirvid para
cuantificar la produccidon de la sintesis de primera cadena mediante un gel

alcaling.

4.6.2.- Sintesis de [a segunda cadena de ¢cDNA.

La secuencia primaria del mRNA es sintetizado como una segunda cadena
de secuencia antiparalela de DNA, utilizando la primera cadena de cDNA como un
molde. Esta sintesis es catalizada por una DNA-polimerasa | en combinacién con
una RNasa H y una DNA ligasa, todas de E. coli.

Al material de la sintesis de primera cadena restantes (18 pl}, se le agregé en

frio 93 ul de DEPC-agua, 30 ul de amortiguador de segunda cadena 5X, 3 pul de
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dNTP-mezcla 10 miM, 1 ! de E.cofi DNA ligasa [10 Uil), 4 pl de E. coli DNA
polimerasa | (10 U] y 1 pl E. cofi RNasa H [2 urul); la reaccién se mezcld por

inversiones lentas del tubo y se incubd 2 hrs a 16 °C.

4.6.3.- Cuantificacion de los productos de [a sintesis de primera cadena.

La produccidn total de la reaccion de sintesis de primera cadena, es
calculada en base a la cantidad de radioactividad acido precipitable y es
cuantificada en un contadoer de centelleo liquido.

De los 50 pl de mezcla guardados en la sintesis de primera cadena y
marcados como SPC se tomaron 4 alicuotas de 5 yl que fueron colocadas en
filtros de fibra de vidrio compuestos por un cilindro absorbente y un disco de papel
{GFC SKATRON), Los 30 ul restantes de SPC se almacenaron nuevamente en hielo
hasta su anélisis en un gel de agarosa alcalino. A dos alicuotas deg los discos, no
se les lavo y fueron usados como control v a los ofros dos se les realizaron cuatro
lavados con 75 il de TCA al 10 % / NaPPi 0.1 % frio (SIGMA Chemical). Cada uno de
estos dos discos fue lavade con 75 pul de etancl al 100 %, para evaluar la marca
incorporada en el cDNA. En seguida, se removieron y desecharon los cilindros
absorbentes del filtro y los discos se dejaron secar a temperalura ambiente por 5
min, para después trasladar cada filtro a un vial de centelieo al cual se le agregd 2
ml de liquido de centelleo (Du Pont Biotechnology Systems) y se procedio a cuantificar
en un contador de centellec liquido (Beckman tnstruments),

4.6.4.- Separacion electroforética de los productos de sintesis de 1? cadena
de cDNA en geles alcalinos. .

Se prepard un gel de agarosa al 1.5% complementade con EDTA 2 uM y
0.03N NaOH (MERCK). Este se dejé equilibrar de 15 a 20 min. Los 30 pul restantes
del SPC fueron mezclados con 0.5 volimenes de NH4OAC 7.5 M (GIBCO BRLy ¥ 2
volimenes de etanol al 100% frio, dejandose incubar por 30 min a -20 °C, esta
reaccion se centrifugd 10 min a 14 000 rpm a 4 °C, desechando el sobrenadante
y eliminando tos residuos de etanol del precipitado de cDNA por centrifugacion al

vacio durante 10 min (Speed Vac. Savantinst). El precipitado fue resuspendido en 10
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ul de amortiguador de muestra 1X para geles de agarosa alcalinos. La separacion
electroforética se llevéd a cabo a 1.8 volts por cada centimetro de longitud del gel,
hasta que e! colorante recorrié las 2/3 partes de éste. Una vez concluida la
corrida, el gel fue cubierto por dos hojas de papel Whatman 3MM y fue secado
por calor en un secador de geles al vacio, para posteriormente exponerlo en
completa obscuridad a una pelicula de rayos X sensible al azul (Eastman Kodak

Company) por 16 hrs a -20 °C, revelando posteriormente la placa (Figura 4).

4.7.- Preparacion de los fragmentos de cDNA para su clonacidn.
4.7.1.- Reparacién de los fragmentos de cDNA.

Después de la sintesis de segunda cadena. para la reparacién de los
fragmentos, a la reaccion se le agregaron 2 pl de T4 DNA polimerasa [ 5Uful | y se
incubd 5 min a 16 °C, para posteriormente detener la reaccién en hielo
adicionandole 10 pl de EDTA 0.5 M. A continuacién, se realizé una extraccion
fendlica, agregando 1 volumen de fenot.cloroformo:alcoho! isoamilico (25:24:1),
homogenizando perfectamente, centrifugando 5 min a 14,000 rpm a temperatura
ambiente y una vez separadas las fases, se recuperaron 140 ul de la fase acuosa
{superior). EI cDNA se precipitd’ con 0.5 volumenes de NHsQAc 75 M y 2.5
volumenes de etanol frio al 100%, incubando durante 30 min a -20 °C. Esta
mezcla fue centrifugada durante 10 min a 14,000 rpm a 4°C. Concluida la
centrifugacion, se removié cuidadosamente el sobrenadante y ia pastilla fue
lavada con 0.5 ml de etanol al 70% mezclando suavemente sin resuspender,
centrifugando nuevamente bajo las mismas condiciones durante 5 min. El
sobrenadante se deseché y los residuos de etanol en el precipitado fueron

eliminados por centrifugacion al vacio durante 5 min.

4.7.2.- Adicién del adaptador Sall al cDNA.

El adaptador Saf f es utilizado para aumentar la eficiencia de ligacion del
cDNA al vector de clonacion, creando extremos cohesivos en éste (la secuencia
del adaptador Sal | es 5- TCGACCCACGCGTCCG-3”

3- GGGTGCGCAGGCp-5°
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Al precipitado de cDNA se le adiciond en hieio 25 ul de DEPC-agua. 10 nl de
amortiguador T4 DNA ligasa 5X, 10 w de adaplador Sal | [1 wg/u] ¥ 5 pt de enzima
T4 DNA ligasa (1unl], homogenizando perfectamente la mezcla e incubando toda
la noche a 16 °C. Terminada la incubacion se realizd una extraccion fendlica,
tomando 45 yul de la fase acuosa y precipitando el cDNA con 0.5 volimenes de
NH;OAc 7.5 M y 2 volumenes de etanol al 100% frio, incubando 30 min a -20 °C.
La mezcla fue homogeneizada suavemente y centrifugada 10 min a 14,000 rpm a
4°C. Concluida la centrifugacion se removid cuidadosamente el sobrenadante y el
precipitado fue lavado con 0.5 ml de etancl fric al 70%. El sobrenadante fue
desechado y los residuos de etanol eliminados por centrifugacion al vacio con

calor durante 10 min

4.7.3.- Digestion con Not 1.

La accién de 1a endenucleasa de restriccidn Not | permite formar extremos
cohesivos, al cortar la secuencia comrespondiente dentro de la regidén que contiene
el adaptador de clonacion Sal f presente en el cDNA
Asj el precipitado de cDNA fue mezclado en frio con 41 ul de DEPC-agua, 5 ul de
amortiguador para Not | (10X) v 4 ul de enzima Not | [15 Ulul] (Gibco BR.L). Esta
reaccion se mezcld perfectamente y se incubd por 2 h a 37 °C. A continuacién fue
mezclada con 1 volumen de fenol.cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se
mezclé por 20 seg. en vortex, centrifugando 5 min a 14,000 rpm a temperatura
ambiente. Una vez separadas las.fases, se tomaron 45 pl de la fase acuosa y se
mezclaron con 0.5 volimenes de NH4OAc 7.5 M y 2 volimenes de etanol al 100%
frio, centrifugando 10 min a 14,000 rpm a 4°C, desechando el sobrenadante y
dejando asi el precipitado listo para su fraccionamiento por tamano.

4.8.- Fraccionamiento por tamaiio del cDNA en columnas de sephacryl.

Este procedimientc optimiza el fraccionamiento por tamafos de cDNA
mediante la utilizacidn de una columna de filtracion Sephacryl $-500 HR.
La columna de sephacryl fue montada en un soporte universal, permitiendo que

drenara el exceso de etanol presente en la columna antes de su uso.
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Esta fue lavada con 800 ul de amortiguador TEN, repitiendo este paso tres veces
mas equilibrar la columna. Posteriormente, la pastilla de cDNA fue resuspendida
en 100 put del amortiguador y fue adicionada totalmente en el centro de la ¢columng,
recuperando la solucién eluida en un tubo eppendorf. A la columna se le
adicionaron 100 pl de amortiguador TEN, colectando completamente e! fluido en
un tubo marcade con el nimero-2. L.a columna se llend nuevamente con 100 pl de
amortiguador TEN, el material de elucién se colectd por gotas, una en cada uno de
18 tubos eppendorf de 1.5 ml preparados previamente. Los tubos fueron
incubados en hielo y el volumen de cada uno de ellos se cuantificd con ayuda de
una micropipeta, determinando las cuentas por minuto (c.p.m.) de cada una de las
muestras en el contador de centelleo liquido, para finalmente, realizar los calculos
correspondientes para la seleccién de las muestras apropiadas para fa clonacion.
De cada una de las muestras se tomo por separado una alicuota de 2 pl para
realizar una electroforésis y analizar los tamafios de los ¢DNA fraccionados,
eligiendo aquellos de alto peso molecular v alta concentracion para ligarlos al

vector de clonacién.

4.8.1.-Anélisis electroforético de cDNA fraccionado por tamaiio.

El cONA obtenido por fraccionamiento fue separado en un gel de agarosa al
1%, utilizanda TBE 1X como amortiguador de corrida.

Cada una de las alicuotas de cDNA (2 ul) se mezclé con 3 pl de agua
destilada y 1 ul de amortiguador de muestra Ende-R-Stop (BX) se utilizd como
marcador de peso molecular el DNA del fago A marcado con *P y digerido con la
enzima de restriccidn Hind 11l (Gibeo BRL). La separacion electroforética se realizé
usando un voltaje de 50 a 75 volts hasta que el amortiguador de muestra migré
aproximadamente hasta las 2/3 partes de la longitud del gel. Una vez concluida la
corrida, el gel fue cubierto con Ados hojas de papel Whatman 3MM vy fue secado
con calor en un secador de geles al vacio para después exponerlo a una pelicula
radiografica durante B horas a —70 °C (Figuras 5 y 6).

Con base a los analisis de resultados, se seleccionaron las fracciones de cDNA

apropiadas para ser clonadas, la suma de éstas debieron de completar al menos
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30 ng. Estas fracciones fueron reunidas hasta lograr cotectar 10 y¥ 20 ng, para su
clonacién en los vectores pSPORT I/Not /Sal |y igt22A/Nof I/Sal |

respectivamente.

4.9.- Ligacién del cDNA en pSPORT I/Not I/Sal .

La clonacion del cDNA fue realizada en el plasmido pSPORT { digerido con
Not I/Saf | y la transformacion celular se realizé mediante electroporacion usando
células E. colif competentes ELECTROMAX DH10B (GIBCO BRL).

Para la tigacién en este vector se utilizaron 10 ng de cDNA, los cuales fueron
precipitados con 5 pl de tRNA de levadura {1 pg/ul] {como acameador), 0.5
volumenes de NH4OAc [7.5M] y'2‘ volitmenes de etanol frio al 100%, mezclando
cuidadosamente e incubando 10 min en hielo; posteriormente la suspension se
centnfugd a 14,000 rpm a 4 °C durante 10 min. El sobrenadante se desechd y el
precipitado se lavo dos veces con 0.5 ml de etanol al 70%, repitiendo la
centrifugacion por 5 min. El sobrenadante fue desechado vy el precipitado de cDNA
se seco por centrifugacién al vacio durante 10 min y finalmente se resuspendid en
10 pul de amortiguador TEN. A esta solucion se le adicionaron 4ul de amortiguador
para ligacion 5X, 1 ul de plasmido pSPORT 1 cortade con Not I-Sal | [0.25ug/ul], 4 p
de DEPC-agua y 1 pl de T4 DNA ligasa [1U/). La mezcla se incubd toda {a noche
a 16 °C.

Terminada la incubacion, el material fue precipitado con 5 pl de tRNA de
levadura [1 po/u), 0.5 volumenes de NH4s0Ac 7.5 M y 2 volumenes de etanol al
100%, incubando 30 min a -20 °C. Posteriormente &l malerial se colectd a 14,000
rpm a 4°C durante 10 min E| sobrenadante se removio y el precipitado fue lavado
con etanocl al 70 %, secado y finalmente resuspendido en 5 ul de agua destilada

estéril.

28




4.9.1.- Electroporacion de los productos de clonacion.

Ya que las nuevas moléculas recombinantes no pueden reproducirse por si
mismas, es necesario introducirias en una célula hospedera, capaz de replicarse y
producir copias de si misma.

Los 5 ul de ligacion fueron mezclados con 50 pl de células ELECTRO MAX
DH10B (GIBCO BRL).

De la mezcia anterior de células-vector, se resuspendieron 25 ul equivalentes a »
1x10" células competentes y la suspension se depositd entre los electrodos de
una cdmara de micro electroporacion fria (Mod. 11613-064. GIBCO BRL), la cual fue
colocada en un sistema de electroporacion Cell-Porator 11608-013 (GIBCO BRL)
gjustando el controlador de voltaje a las condiciones recomendadas por el
proveedor (400V, 2.5 kv. a una capacitancia de 330 pF con baja impedancia). El voltaje se
aplicd una sola vez, bajo las condiciones definidas y posteriormente se removio la
camara de microelectroporacion, verificando que las células se encontraran
resuspendidas dentro de los electrodos (ya que de no ser asi, el voltaje aplicado debid ser
excesivo y las células estarian deslruicias.). Una vez verificadas las células, se le agregd a
la suspension 1 m! de medio §.0.C. (GIBCO BRL) a temperatura ambiente, lavando
las célutas de los electrodos suavemente. La suspensién celular fue transferida a
un tubo de polipropileno usando una pipeta Pasteur de vidrio estéril. La
suspension fue incubada a 37 °C durante 1 h con agitacion constante de 225

r.p.m.

4.10.- Plaqueo y tamizaje de clonas recombinantes.

Para el plagqueo de ias clonas recombinantes, se realizaron cuatro diluciones
seriadas de la mezcla de electrotransformacion, 1:10, 1:100, 1:1,000 y 1:10,000,
en volumenes finales de 500ul con medio SOC. Se esparcid una alicuota de 100
ul de cada dilucién en placas de Luria ampiciling; utilizando por cada placa, de 5 a
10 perlas de vidrio de 4 mm para ayudar a homogenizar la distribucién del cultivo.
Una vez absorbidas las diluciones en las placas, se incubaron toda la noche a 37
°C. Después de la incubacion, se realizé el conteo de las unidades formadoras de

colaonias (ufc) obtenidas.
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4.10.1.- Seleccion de recombinantes.

Una vez determinados los titulos de las bibliotecas, se selecciond la dilucion
que produjo aproximadamente 200 ufc. El plaqueo se repitid, pero ahora utilizando
cajas de LB, complementadas con X-gal {75-100 pg/mi) IPTG (1 mM]} como inductor
de expresién y ampicilina [100 ug/mi] como marcador de seleccion. La incubacién
se realizo bajo las condiciones ya descritas.

Concluida la incubacion, se cuantificd el nimero de colonias azules y blancas
{recombinantes) y se calculd el porcentaje de ufc recombinantes para definir el

tamano de las bibliotecas construidas en plasmidos.

4.11.- Amplificacion de las bibliotecas construidas en plasmidos.

Una vez tituladas las bibliotecas, se plaqued el volumen correspondiente a
0.5-5x10° ufc distribuidas en 10 cajas Petri de 150mm, con medio LB
complementado con ampicilina [100 pg/mi], incubando a 37 °C hasta que una capa
cefular densa (crecida por 6-12 hrs promedio) fue visible, Las placas fueron
cubiertas con 15 de medio SOC aproximadamente, agitandolas para ayudar a
desprender la capa celular. Las bacterias crecidas fueron colectadas en un solo
tubo, repitiéndose ésta operacion hasta recuperar el mayor ndmero de células
posibles. Esta suspension fue incubada a 37 °C por 1 h, con agitacion constante.

4.11.1.- Amplificacién en medio 'semi-sélido.

La amplificacién fue realizada en tubos Falcon de 50 ml, cada uno con un
maximo de 30,000 colonias por tuba. Se prepard LB 2X con agarosa SeaPrep de
bajo punto de fusidn (FMC) y se equilibrd a 37 °C, adicionandole ampicilina [100
pg/ml]. Esta mezcla se fracciond en muestras de 25 mi en tubos Falcon de
polipropilenc de 50 ml y se incubaron en un bafic de agua fria por 20-60 min .
Concluido este tiempo, los tubos se incubaron a 37 °C durante toda la noche.
Despueés de la incubacion, el contenido de los tubos se vertié en una botella para
centrifugacién de 500 ml y fas células fueron empastilladas a 8,000 rpm a

temperatura ambiente durante 20 min. El paquete celular obtenido se resuspendié
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en un volumen total de 75 ml de medio Luria y se le adicionaron 25 ml de glicerol

estéril. Esta mezcla fue distribuida en criotubos y se almacend a -70 °C.

4.12.- Ligacion de cDNA al fago A gt22A.

Para la ligacién en este vector se requiric de 20 ng de cDNA, los cuales
fueron precipitados con 5 pl de IRNA {1 pgru] de levadura, 05 volumenes de
NH4OAc (7.5 M] ¥ 2 volumenes de etanol al 100%, incubando en hielo por 10 min
El cDNA se recuperd por centrifugacion a 14,000 rpm 10 min a 4 °C y fue lavado
con 0.5 ml de etanol al 70%, centrifugando por 5 min. El precipitado (20 ng cONA),
se secd con centrifugacién al vacio, adicionandole posteriormente 1 ul de
amortiguador de ligacion (5X), 2 ul de Agt22A cortado con Not -Sal | [0.25ug/ul) y 1
pl de DEPC-agua, permitiendo que el precipitado se hidratara completamente,
antes de agregarle 1 ul de T4 DNA ligasa [1U/ul]; la mezclada se incubd 16 horas a
16 °C,

4.12.1.- Empacamiento in vitro de! cDNA ligado.

El empacamiento de la ligacidn se realizd usando el kit de empacamiento in
vitro de Amersham (Amersham Life Science), €l cual consta de dos tubos que
contienen extracto celular derivado de dos fagos lisogénicos inducidos, cuyos
profagos acamean mutaciones complementarias en los genes requeridos para
conjuntar particulas de fage maduras.

Los dos extractos celulares del kit fueron mezclados con los 5 pl de la
reaccion de ligacion y se incubaron de 2 a 4 h a 20 °C. Posteriormente, ésta
suspension (aproximadamente 500 ) se mezcld con 470 p! de amortiguador SM,

manteréndose en hielo hasta el proceso de titulacion

4.13.- Preparacion de las células césped E. coli Y1090.

La cepa de £. coli Y1090 (GIBCO BRL) fue utlizada como célula césped para
el crecimiento de fagos.

Eslas células césped fueron crecida a partir de un disco sdlido de bacterias

mezcladas con gelatina (BACTi Disk). Al disco, se le adicionaron 200 ul de medio
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SOC estéril y se incubo por 10 min a 37 °C. Se sembro una alicuola de ésta
muestra en una placa de LB que contenia tetraciclina [100 pg/ml] incubandose 24 h
a 37 °C Del cultivo anterior se tomé una colonia aislada y se sembré en 10 ml de
LB gque contenia tetraciclina (1060 pg/mi, MgCl; 10 mM y 0.2% de mallosa,
incubandose 24h a 37 °C.

4.14.- Plaqueo y seleccién de las cloras recombinantes contenidas en i
gt22A.

Se realizaron 4 diluciones seriadas de las bibliotecas, de 10" a 10% en
volumen final de 100 ! con amortiguador PDB, el resto de fago sin diluir se
almacend a 4 °C.

Posteriormenie se prepararon cuatrc tubos de ensaye marcados como 10" a
10™, cada uno con 300 pl de células E. cofl Y1090 y a cada tubo se le transfirid 10
pl de la dilucién correspondiente. La mezcla de células-fagos se incubd a 37°C
durante 30 min, a continuacidn se adicione 3 ml de top agar fundido y equilibrado
a una temperatura 50 °C. Cada mezcla se vertid en una placa de LB-agar y se
distribuyé completamente sobre la superficie de ésla, una vez solidificada, se
incubd en posicion invertida durante toda la noche a 42 °C. Despues de la
incubacidn, se cuantificaron las unidades formadoras de placa (ufp) visibles en
cada cultivo. .

Se selecciond ta dilucion en fa que se formaron de 100-200 ufp y se repitio
para ésta el proceso de infeccion y titulacion utilizando placas de agar LBTmix {X-
gal 75-100 pg/ml e IPTG 1 mM), en lugar de placas de LB-agar. Terminada la
incubacion, se cuantificd el porcentaje de recombinantes que correspondid a las
colonias blancas y se realizaron los calculos correspondientes para determinar los
titulos de ufp/mi y finalmente el tamario de las bibliotecas de cDNA realizadas en

fagos,
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4.15.- Amplificacién de las bibliotecas construidas en el fago Agt22A.

Las bibliotecas construidas en el vector Agt22 pueden ser amplificadas en
cepas de £. cofi Y1030hsdR, las cuales acarrean un plasmido {pMC9: pBR322
facl®) que expresa el represor fac y previene la sintesis de proteinas de fusin.
Para la amplificacion de las bibliotecas se mezclaron 0.5-5x1 0® ufp con 600 ul de
celulas de E. cofi Y1090hsdR y se incubaron por 30 min a 37 °C, a continuacion se
adicionaron 8 ml de top-agar. Esta mezcla fue vertida a una placa de 150 mm de
LB agar conteniendo MgClz 10mM, se incubd de 4 a 6 horas a 37 °C. Después de
la incubacion, el césped bacteriano fue cubierto con 15 ml de PDB vy se coloco en
agitacién constante a temperatura ambiente durante 2 h. El PDB se colectd
cuidadosamente y se transfirid a un tubo corex de 30 ml para eliminar los
desechos por centrifugacion a 7,000 g por 30 min a 4 °C. El sobrenadante fue
transferido a un tubo Falcon conico de 15 ml, adicionandole 100 pl de cloroformo
al 100%, se homogenizo vigorosamente por 15 seg. Finalmente, se agregd di-
metil-sulfoxido a una concentracion final de 7% y las biblictecas fueron alicuotadas

y almacenadas a 4 °C.
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V. RESULTADOS.

5.1.- Rendimiento celular,
Con el objeto de calcular la cantidad de trizol necesarios para la maxima
obtencion de RNA total se cuantificod el niumero de células de cada cultivo de las

ocho cepas analizadas por espectrofotometria.

Las lecturas de cada cultivo se realizaron a 600 nm, tomando en cuenta que
1UDOs00nm = 3x107 células/m!,

De esta manera se realizaron varios cultivos de cada cepa, hasta tener la
cantidad suficiente para reunir un minimo de 3 mg de RNA total. Los rendimientos
celulares se presentan en el cuadro 2 y cada pastilla celular fue obtenida de un
cultivo inicial de 50 ml.

Cuadro 2. Rendimientos celulares por mililitro de cepas de Candida albicans.

CEPA LECTURA Células/ml

DOssonm {x107)

2.62 7.86

275 8.26

16 2.50 7.51
30 2.50 7.50
32 2.56 7.69
42 © 255 7.67
85 2.55 7.66
89 255 7.65
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5.2.- Obtencién de RNA total.
El RNA total obtenido de cada una de las cepas manejadas se cuantificd por

espectrofotometria a 260 y 280nm, obteniéndose los valores presentados en el

cuadro 3, donde se indican las concentraciones en pg de RNA, mediante la

féormula mencionada en material y métodos (pag. 21).

Cuadro 3. Concentraciones de RNA total obtenido de las cepas de C. albicans.

Muestra D.C.2600m | D.O. z80nm Relacién | RNA[pg/ul] | pg totales
260/280 nm
0.493 0.249 1.979 1.97 788.8
0.866 0.421 2.05 3.464 1,3856
16 0.445 0.202 2.202 1.78 623
30 0.440 0.215 2.04 1.76 704
32 0.415 0.199 2.085 1.66 664
42 0.474 0.236 20 1.895 758 .4
85 0.710 0.348 2.04 2.84 1,136
89 0.533 0.225 2.368 2.132 916.76

Cabe mencionar que se realizaron varias extracciones de RNA total de las

diferentes cepas y se mezclo para hacer un sdlo grupo de cepas sensibles y otro

de cepas resistentes hasta alcanzar una concentracion de 3mg de RNA total en

cada uno.
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5.2.1.- Analisis electroforético de RNA total.

Para evaluar la integridad de RNA total purificado de cada grupo de cepas,
se realizd un corrimiento electroforético en un gel de agarosa formaldehido (1.5-
2.7% respectivamente) de acuerdo al protocolo descrito en material y métodos.
Los resultados del analisis electroforético para grupc de cepas resistentes y

sensibles se muestran en la figura 3.

* = L =

9.49 Kb
7.46 Kb
4.40 Kb

2.37Kb
1.35 Kb

0.24 Kb

Figura 3. Corrimiento electroforético de RNA total obtenido de cepas de
Candida albicans. El RNA total obtenido de las cepas se separdé en un gel de
agarosa-formaldehido (1.6% y 2.6%) y fue tefido con bromurc de etidio
(0.05ug/ml.) En el carril nimero 1 se observa el marcado de peso molecular para
RNA, en carril 2 y 3 el RNA total de las cepas sensibles y resistentes a los
diferentes  antimicéticos, respectivamente. Denotdndose dos bandas
correspondientes a las dos subunidades ribosomales (A y B respectivamente). Las
bandas observadas a lo largo de los carriles corresponden a poblaciones de RNA

mensajerc (C).
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5.3.- Obtencién de RNA mensajero.

Los rendimientos de RNA mensajeros obtenide después de la purificacién
por union a oligo dT celulosa son mostrados en el cuadro 4, asi como su
recuperacion a partir del RNA total, recordando que el mRNA corresponde al 0.5-2
% del RNA total. Para este calculo se realizod una dilucion 1:10 con amortiguador

TE, utilizando la siguiente formula:

MRNA (@) = (Azso) (40ng/ml/DO260){10)(1.2 ml}

donde Agg = Absorbancia de la solucién a 260 nm.

40ua/mifDOs0=  Factor de conversidn para RNA:

10 = Factor de dilucion.
1.2ml= Volumen total de resuspencion.
Substituyendo:

MRNA (ng) = (0.0051) (40pg/m){(10){1.2 ml)

= 2.45 g para el grupo de las cepas resistentes.

MRNA (ug) = (0018) (40ug/m)(10)(1.2 ml)

= 8.64 ng para el grupo de las cepas sensibles.

Cuadro 4. Obtencién de RNA mensajero.

Grupo de Lectura | RNA total | Recuperacién de mRNA mRNA
cepas 260 nm (mg) { %) (ng)
Resistentes 0.0051 3.312 0.076 245
Sensibles 0.018 2.521 0.342 8.64
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5.4.- Produccién de sintesis de primera cadena.
Para la sintesis de primera cadena se partié de 2.45 y 5 ug de mRNA para

las cepas resistentes y sensibles respectivamente.

Para poder rastrear la sintesis de la primera cadena de cDNA se utilizé uno
de los dNTPs marcado con 10 uCi de 2P (dCTP), tomando una alicuota de 2yl al
final de la reaccion. De esta manera se pudo medir ia cantidad de radiactividad
acido precipitable mediante un contador de centelleo fiquido y los valores de las

cpm obtenidas en la sintesis de la primera cadena se observan en el cuadre 5.

Cuadro 5. Valores en cpm obtenidos de las sintesis de primera cadena de cDNA

Cepas de C. albicans sensibles. Cepas de C. albicans resistentes.
Filtro cpm » * Filtro cpm
1-sin lavar 169,445 1-sin lavar 180,194
2-sin lavar 168,256 2-sin lavar 173,889
) 328,701 z 354,083
1-lavado 5,046 1-lavado 12,520
2-lavado 4,428 2-lavado 10,656
%9475 223,176
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La produccion de la primera cadena del grupo de resistentes, fue calculada a
partir de la cantidad de radioaclividad acido precipitable, obteniendose la actividad
especifica (AE) del radioisotopo en a reaccidon, mediante el empleo de la siguiente

férmula:

AE (cpm/pmol dCTP) = Xcpm total/10 ul equivalentes

200pmol dC TP/0pI

donde X es igual a la sumatoria de las cpm obtenidas de los filtros sin lavar

AEresistontes = 354,083 cpm/10p!
200pmol dCTP/10p
AE esistentes = 1,770.415cpm/pmal dCTP

La cantidad de cDNA es determinada usando la siguiente ecuacion y tomando en
cuenta que se partié de 2.5 ug de RNAm y que los dos filtros lavados nos dieron

una sumatoria de 23,176 cpm.

CcDNA en pg = (23,176cpm)(50,l/10l)(20ul2ul)(4pmol dNTP/pmol dCTP)

{1,770.415 cpmipmol dCTP)(3,030 pmot dNTP/ug cDNA)

Cantidad de cDNAenpg = 4,635,200
—————-— = 0.864ug de primera cadena de

5,364,357 .4 cDNA del grupo de resistentes
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El porcentaje de conversién de sintesis de primera cadena resulto ser de A
un 37% y fue obtenido mediante el cociente de la divisidn de los pg de primera
cadena de cDNA que se obtuvieron y los pg de RNAm que se utilizaron como

molde.

Porcentaje de conversién = 0.864pg de cDNA 100

—————— e X —

2.3ug de MRNA 1

37.57%

Los resultados obtenidos en la sintesis de la primera cadena para €l conjunto de
cepas sensibles son los siguientes:

A AEscmiblgs = 328,701 Cpmf‘l Oul

200pmol dCTP/10ul

AEgensive=1,643.505 cpm/pmeol dCTP

cDNAenpg=  (9,474cpm)(50u/10ul)(20ul/2pl)(4pmol dNTP/pmol dCTP)

(1,643.505 cpm/pmo! dCTP)(3,030 pmol dNTP/ug cDNA)

cDNA en g = 1,894,800
— = 0.380 ng de primera cadena de
4,979,820.1 del grupo de cepas sensibles.
Porcentaje de conversion = 0.380 pg de cDNA 100
X ——- = 7.6%
5 ug de RNAm 1
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5.4.1.- Analisis electroforético de los productos de sintesis de primera

¢adena.

Una alicuota de 30 ! de sintesis de primera cadena de cDNA tanto del grupo
de cepas sensibles, como del grupo de resistentes, fue corrida en un gel de
agarosa alealino al 1.5 %,con el objeto de observar su patron electroforético y asi

verificar la calidad del material sintetizado. Este se presenta en la figura 4.

Figura 4. Analisis de sintesis de primera cadena de cDNA. Corrimiento
electroforético en gel alcalino de agarosa al 1.5% de una alicuota de primera
cadena de cDNA marcada con *?P, secado y expuesto en una placa de rayos X. El
carrit 1 presenta el marcador de peso molecular, 2 y 3 representan el patrén de ia
sintesis de primera cadena del grupo de cepas sensibles y resistentes de C.
albicans respectivamente; observandose un material de ailo peso molecular y de

gran concentracion.
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5.5.- Fraccionamiento por tamario del cDNA.

Con el fin de eliminar residuos de adaptadores u otros fragmentos que
puedan interferir en la ligacion del cDNA al vector y seleccionar al DNA por mayor
tamafio para su clonacion, este fue pasado por una celumna de cromatografia,

E! cDNA se eluyd por una columna de sefacril S-500. Esta se lavé y las
fracciones oblenidas fueron recolectadas. De estas, se seleccicnaron las
fracciones en las cuales se detectaron cpm y que no rebasaran un volumen
sumatorio de 550 pl, tal como se explica en material y métodos, Los valores de

cada muestra se cbservanenel cuadro8y 7.
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Cuadro 6

cromatografia del material obtenido de las cepas sensibles.

~Cuantificacién en de los fragmentos de cDNA separados por

No. de |Volumen| Sumatoria de cpm Cantidad de Concentraciéﬂ
tubo () | voidamenes (ul) cDNA (ng) de cDNA
(ngful)
‘» 1 80 80
2 105 195
3 30 225
4 31 256
5 30 286
6 34 310
7 27 337 4972 15.97 0.591
8 22 359 12584 40.43 1.837
9 27 386 15113 48.55 1,798
10 30 416 20902 67.15 223
11 30 446 22565 72.50 2418
12 33 479 22656 72.79 2.205
13 33 512 22581 72.58 2.199
14 33 545 22697 72.92 2209
15 25 570
16 29 599
17 31 630
18 31 661
19 33 694
20 36 730
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Cuadro 7

cromatografia para el grupo de cepas resistentes.

.- Cuantifficacion de los fragmentos de cDNA obtenidos por

No.de | Volumen | Sumatoria de cpm |Cantidad de | Concentracion
tubo {ul) volumenes (ul) cDNA {ng) |de cDNA (ng/ul)
1 105 105
2 | 98 203
5T 84 287
4 103 390
5 34 424 12,584 40.43 1.18
T T E T T 21,730 69.81 225
e R T 23940 | 7691 YT
,'__8" ] o0a 30.200 97 02 VTR
s 3 535 32,932 | 105 80 341
10 33 568
T 25 593
T 29 622 J'
13 28 650 —
14 22 672 -
L 15 32 | 704 —
e T T T T '
TTq7 0 T 29 T T 760 o
s~ Tm T e | -
E_‘Tg'ﬁf 29 [ 822 7: :
20 34 856 | B
! _ L o
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Una vez que se determind que muestras cumplian con los dos parametros
establecidos para ta cuadro anterior (presencia de cpm y un volumen No mayor a
550 nl} se calculd la concentracion de cDNA de doble cadena, en base a las cpm

obtenidas mediante la siguente formula.

cDNA (ng) = (X cpm)(2){4pmoldNTP/pmo!l dCTP)(1.000ng/pg ds cDNA)

AE (cpm/pmol dCTP)1.515pmot dNTP/ug ds cDNA)

donde X cpm = cpm obtemidas de una fraccidn de las muestras selecciona.

Calculo para la muestra nimero 7 del grupo de cepas senstbles (cuadro 6):

cDNA(ng)= (4872cpm){2)(4pmot dNTP/pmol dCTP)(1,000ng/ug dc cDNA)

(1.643 505cpm/pmol dCTP)(1,515 pmol dNTP/ug dc cDNA)

39776 000
cDNA(NG) = ---om-mmm e = 15 97 ng de dc cDNA para la fraccion # 7
2489910075

Lo mismo se hizo para las muestras siguientes y los ng obtenidos se

reportaron en la cuadro 8y 7, en ta 5* columna

Por otro lado la concentracion de cDNA de las fracciones seleccionadas para
clonar, se obtuvieron dividiendo los ng de do cDNA obtenidos para cada fraccion

entre 10s pl correspondientes, este resultado fue reportado en la 62 columna de los

cuadros 6y 7
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5.5.1.- Anailisis electroforético del cDNA seleccionado tamafio del grupo de

cepas resistentes.

Las fracciones de cDNA seleccionados, por la presencia de material radiactivo,
fueron separadas por electroforesis en un gel de agarosa 1%-TBE 1X a un voltaje
de 50-75V, para después secar el gel y exponerlo en una placa autorradiografica,
obteniéndose el patron de la figura 5.

1 2 34 5 67 89 10

—— 23,130 pb
— 9416 pb
—— 6557 pb

—-— 4,361 pb

2,322 pb
2,027 pb

—  564pb

Figura 5. Andlisis electroforético de] fraccionamiento por tamaiio de cDNA
para el grupo de cepas resistentes. El cDNA marcado con ¥p, fue fraccionado
utilizando una columna de sefacril S-500. Alicuotas de 2 pl por fraccion fueron
separadas en un gel de agarosa al 1%, utilizando como marcador de peso
molecutar A/Hind 11l marcado con %P (carril 10). En los carriles 1-9 se presentan

las diferentes fracciones correspondientes a las muestras del cuadro 7.
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5.5.2.- Analisis electroforético del cDNA seleccionado tamafio del grupo de

cepas sensibles.

El mismo procedimiento de electroforesis se realizd con el grupo de cepas

sensibles, observandose el patrdn de la figura 6.

23,130 pb

9,416 pb
6,557 pb

4,361 pb

2,322 pb
2,027 pb

564 pb

Figura 6. Andlisis electroforético del fraccionamiento por tamafio de cDNA
del grupo de cepas sensibles. La autorradiografia muestra los ¢cDNAs separados
en base a su tamario, resueltos en un ge! de agarosa al 1%-TBE 1X, de los
carriles 1-5 se observan el cDNA fraccionado seleccicnado para su clonacion y
que corresponden alas muestras 5-10 del cuadro 6. En el carril 6 se localiza el

marcador de peso molecutar 3*P-Hind IlI/A.
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Basandose en los datos abterido en las cuadros 6 y 7 y los patrones observados

enias figuras 5y 6. se eligieron las fracciones a utilizarse en la clonacion

Las fracciones del grupe resistente, seleccionadas para la higacién del cDNA al

vector. corresponden a las observadas en los carntes 6 a 8 en la figura 5, y las del

grupo sensible son aquellas marcadas como 2 a 5 de la figura 6

5.6.- Titulos de bibliotecas de CDNA.

De acuerdo a las unidades formadoras de placa y de colonia, obtenidas en las

diluclones seriadas, realizadas para cada una de las bibliotecas de CDNA se

calculo el titulo de estas. al igual que el porcentaje de recombinantes

Titulos de bibliotecas clonadas en pSPORT 1 /Not | / Sal |.

BIBLIQTECA ufe/mi % RECOMBINANTES
C. albicans resistentes 7.52 x 10° 98.2
C. albicans sensbles 2.50x 10° 95.0

Titulos de bibliotecas clonadas en Agt22A/Not | / Sal |

BIBLIOTECA ufe/ml % RECOMBINANTES
C albicans resistenies t9x10° 736
C albicans sensibles 7_ 285x10° | 970 |
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VL. DISCUSIGN

El objetivo de este trabajo fue construir bibliotecas de expresién de cepas de
Candida albicans sensibles y resistentes a cuatro antimicéticos. Como ya se
indico, este tipo de bibliotecas se elaboran a partir de moléculas de mRNA, las
cuales son postericrmente convertidas en cadenas de DNA complementario. El
mRNA representa una proporcion del RNA total del 0.5 af 2 %, por lo que su

obtencion es quiza el suceso mas importante de este proceso.

En este estudio optamos por la utilizacion del reactivo Trizol, para la
obtencion del RNA total. Con este reactivo Chomezynski Pencuentra de un 25 a
un 50 % mas de eficiencia en el aistamiento total de RNA y mRNA de B-actina en
células y tejido mamario de 'humanos, en comparacién con el método

convencional de tiocinato de guanidina-cloruro de cesio (GT-CsCl).

Audn con la eficiencia de este reactivo, obtuvimos concentraciones bajas de
RNA total, debido probablemente, a la manipulacion excesiva del RNA, que como
se sabe, es una molécula altamente propensa a la degradacién si no es mantenida
en un ambiente libre de RNAsas. Otro factor que pudo haber afectado el
rendimiento, es el almacenamiento prolongado en refrigeracién, en el que se
mantuvieron las cepas, ya qué su actividad metabdlica no se encontraba

totalmente suspendida, por ofra parte, la produccidon de desechos metabdlicos
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pueden crear ambientes téxicos para las células, menguando asi el numero inicial

de levaduras.

Aungue las preparaciones comerciales de las transcriptasas reversas son
cada vez mas puras y eficientes, presentan problemas en la sintesis de la primera
cadena por su actividad de RNAsa H, por lo que era altamente probable que esta
actividad destruyera el molde de mRNA de la cadena de RNA:CDNA, lo que
resulta en la terminacién de la sintesis del cDNA o bien en moldes de mRNA
copiados parcialmente. %2 Por este motivo decidimos utilizar la enzima Super
Script RT (Gibco B.R.L.), la cual presenta nula actividad de RNAsa H. Esto
permitid que la sintesis de cDNA para la construccion de las bibliolecas de
expresion de C. albicans fuera més eficiente y confiable, como se puede observar
en el corrimiento electroforético de la sintesis de 1° cadena, en donde la mayoria

de los cDNA producidos son de alto peso molecular.

La clonacidén de tos cDNAs de las bibliotecas, se realizd en el vector de
clonacion Agt 22A, que es un derivado de gt 11. Este vector se prefirié a Agt 10,
ya que este ditimo sdlo permite el tamizaje con sondas de acidos nucleicos. Por su
parte Agt 22A es un vector de expresion que nos permite la clonacion direccional
del cDNA y es capaz de producir un polipéptido especifico por el fragmento de
cDNA insertado; por lo cual estas bibliotecas pueden ser tamizadas con sondas de
anticuerpos. Ademas el represor que contiene (1sCl) es sensible a la temperatura

por lo que es posible regular 1a replicacién y expresion de las proteinas de fusién.
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Cuando este tipo de vectores son transfectados en células hospederas
apropiadas, como Y1090, [a transcripcién y sintesis de estas proteinas pueden ser
anuladas en la ausencia del IPTG, ya que es un inhibidor del represor lac presente
en Agt22A 394

El vector de expresion pSPORT 1, ufilizado también en ia elaboracién de
nuestras bibliotecas, nos permite, gracias a los promotores T7 y SP6, que
flanquean el sitio multiple de clonacién, que los cDNAs clonados puedan ser
transcritos en cualquier sentido. Ademas gracias a estos promotores fuertes que
contiene, podemos asegurar altos niveles de transcripcidn continua vy

controlada. ¥4

Como ya mencionamos, Candida afbicans es un patdgeno que ha
provocande un mayor interés en los dltimos afios por su presencia en pacientes
inmunosuprimidos. El contar con los antigenos recombinantes de este hongo,
permiliria realizar ensayos de identificacion mas especificos y eficientes, como
podrian ser los ensayos de Wester bloth, en los cuales se utilizarian sueros de
pacientes y también nos da la posibilidad de tener diagndsticos mas oportunos y
precisos. Ademas, el hecho de utilizar estos vectores permitié identificar facilmente
las clonas recombinantes mediante la diferenciacion de color en las placas,

generado por la presencia del gen lac Z.
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Los titulos de recombinantes en Agt 11 obtenidos en nuestro estudio, son
muy parecidos a los presentados por Young R.%°, quien obtuvo en levaduras, al

igual que este trabaijo, titulos del orden de 10° clonas/ug de mRNA.

Finalmente, a pesar de que existen bibliotecas de cDNA de C. albicans®2%4
en México no existen informes de la construccién de estas; por lo cual, el tenerlas
disponibles, nos da la oportunidad, entre otras cosas, de iniciar el estudio de los
diferentes mecanismos de resistencia a azoles que presenta Candida, en la
poblacidon Mexicana, dichos mécénismos, son diferentes a los presentados con

otros antimicdticos en otros paises como Estados Unidos, 53742
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VII. ANEXOS.

8.1.- Soluciones.

< Amortiguador de corrida para geles alcalinos

NaQH 30 mm
EDTA 2 mM

% Amortiguador de fosfato salino (PBS).

Disolver en 800 ml de agua destilada:

8.0 g de NaCl.

0.2 g de KCl.

1.44 g de Na;HPO,.

0.24 g de KH,PO,.

Ajustar a pH 7.4 con HCI, Aforar a 1 litro y esterilizar 20 min. a 121°C.

<+ Amortiguador de lisis de colonias (CLB)

Tris-HCI 50 mM pH 7.2

MgCl, 5 mM

BSA 1%

Almacenar a 4°C y adicionar al momento de usar: DNasa 1 pg/m! (de un stock 10 mg/mi) y 40

pg/mi de lisozima.

< Amortiguador de muestra NBSB (andlisis de RNA en geles de alcalinos).

Farmamida 50%.
Amortiguador MOPS 1X
Formaldehido 7%.

Azuf de bromofenol 0.1%

< Amortiguador MOPS 10X
MOPS 200 mM, pH 7.

NaOQAc 50 mM

EDTA 10 mM.
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** Amortiguader PDB (Amortiguador de dilucién del fago)
Tris-HC) 50 mMi pH 7.5.

NaCl 100 mM.

MgCl; 10 mMm

Gelatina 0.1% (w/v)

< Amortiguador TE
Tris-HCI 10 mM pH 8.0.
EDTA 1 mM pH 8.0.

= Amortiguador TES
Tris HCI 10 mM pH 7.5.
EDTA 1 ma.

505 0.1%.

< Amortiguador TNES
NaCl 0.5 M

Tris-HC| 10 mM pH 7.5.
EDTA 1 mM.

SDS 0.1%.

<+ DEPC-agua

Disclver dietilpirocarbonato a una concentracién de 0.1% e incubar a temperatura ambiente toda la

noche, esterilizada por autoclave 60 min. a 121°C.

% dCTP (o-"P) 10 mCi/ml
DU-PONT NENSURE.

< Amortiguador SM 1 litro
5.8 g NaCl.

29 MgSQ..7H;0

6.05 g Gelatina 2%

AjustarpH 7.5
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<% Amortiguador TEN
Tris-HC1 10 mM pH 7.5,
EDTA 0.1 mM.

NaCl 25 mM.

% Amortiguador TBE 5X
54 g de Tris-base,

20 ml de EDTA 0.5M pHs.
27.5 g Acido bérico.
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8.2.-Equipo.

Incubadora con agitacion. Gerhardt Alemania.

Espectrofotometro. Mod. 7800 UV/VIS. JASCO CO. Singapur, Japén.
Centrifuga clinica. Mod. RT 6000D. Sorvall, Du-Pont instrument. U.S.A.
Microcentrifuga refrigerada. Mod. RMC 14. Sorvall, Du-Pont Instruments,
UsaA

Ultracentrifuga. Sorvall RC-5B. Du-Pont Instruments. UJ.S A,

Centrifugador al vacio (Speed Vac). Savant AS160. Farmindgdale, N.Y.
US.A

Bafio Maria para tubos eppendorf (Muitiblock). Mod. 2052. LAB-LINE
Instruments Inc. Hlinois, U.S.A.

Céamara de electroforésis. Mod. Horizon 58. Gibco BRL, Life Technologies Inc.
Gaithersburg MD, U.S.A,

Fuente de poder. Mod. 250. GIBCO BRL, Life Technologies Inc. Gaithersburg
MD, U.S.A.

Transiluminador de luz UV, LKB 20011. Macrovue. Snt. Gabriel California,
USA

Secador de geles al vacio. Mod. 583. BIO-RAD

Vortex. Mod.1192. Mistral Mixer LAB-LINE Instruments, Inc.

Peliculas instantaneas para fotografia (P/N 4x5). Polaroid 55. Cambridge MA,

USA)
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8.3.- Medios de cultivo.,

¢ L-broth (Caldo luria. Miller's L-broth base)

Mezclar 25 g de medio por cada litro de agua, Esterilizar 15 min. a 121°C.

% Placas de LB ampi

Para 100 placas de 100 mm. Disclver 75 g de Millers LB base en 3000 ml de
agua. Fraccionar en tres frascos.con 1000 ml cada une y adicionarles 15 g de
agar y esterilizar 45 min., enfriar en bafo Maria a 55-65°C y adicionar 2 ml de
ampicilina 50 mg/ml a cada frasco, justo antes de servir el medio en cajas Petri

(aproximadamente 20 ml por caja).

<+ Piacas de LBampi IX

Para 50 placas de 100 mm. Disolver 25 g de Millers LB base en 1000 m! de agua,
alicuotar en 2 frascos con 500 ml cada unc y adicionarles 7.5 g de agar.
Esterilizar 45 min., enfriar en bafio Maria a 55-65°C y adicionar 1 ml de ampicilina
50 mg/ml, 2.4 ml de IPTG y 2.5 ml de X-gal a cada frasco justo antes de servir,

homogeneizar y vertir aproximadamente 20 ml por placa,

< LBTMIX

Para £0 placas de 100mm. Disolver 25 g de Millers LB base en 1000 ml de agua y
alicuctar en dos frascos con 500 ml adicionandoles 7.5 g de agar a cada uno
Esterilizar 45 min. y equilibrar en bafo Maria a una temperatura de 55-65°C.
Antes de servir, adicionar a cada frasco 5 ml de Tris 1M, 5 ml de MgCl; 1M, 2.4 ml
de IPTG y 2.5 ml de X-gal. Servir aproximadamente 20 ml en cada plato.

< Top agar
Adicionar 0.8 g de agar por cada 100 ml de L-broth, esterilizar 15 min. a 121°C
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8.4.- Abreviaturas,

uCi
uF
ul
Agsanm
cDNA
Ci
decR

DEPC
dNTP
DTT
EDTA
EndA1

IPTG
Kv

mCi

mg

MgCl;

mi

mm

mM

mRNA
mir-hsdRMS-
merBC MerA,

NaCl

iMicro Curie

Micro Faradio

Micralitro

Absorbancia medida a 600 nandmetros

Acido desoxirribanucleico complementario

Curie

Mutacidn que aumenta la aceptacion de plasmidos de gran
tamario por parte de las células DH10b

Dietilpirocarbonato

Deoxirribonucleosido trifosfato

Ditiotreital

Acido etilendiamino tetracético

Mutacion en células DH10b que incrementa ampliamente la
produccion y calidad del plasmido.

isopropyi-p-D- thiogalactopyranoside.

Kilo voltios

Molar

Mili Curie

Miligramo

Cloruro de magnesio

Mililitro

Milimetro

Milimotar

Acido ribonucleico mensajero

Sistemas de restriccion mutados en las células DH10b,
permitiendo  la  construccidon  de  bibliotecas  mas
representativas.

Cloruro de sodio
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NaOH
NaPPi
NBSB
ng
NHsOac
nm

PBS
Poly (A)
r.p.m,
RecA1

RNA
Segq.
SPC
TAE
tRNA
u
ubo
ufc
ufp

v

X-gal

Hidrdxido de sodio

Pirofosfate de sodio

Northern blot sample buffer
Nanogramo

Acetato de amonio.

Nandmetro

Amortiguador salino de fosfatos

Acido ribonucleico poliadenilado

" Revoluciones por minuto

Mutacién en las células DH10b que aseguran la estabilidad

del inserto

Acido ribonucleico

Segundos

Sintesis de primera cadena
Amortiguador de Tris/Acetato/EDTA.
Acido ribonucleico de transferencia
Unidades de enzimas de restriccion.
Unidad de densidad optica
Unidades formadoras de colonia
Unidades formadoras de placa
Voltios
5-bromo-4-cloro-3-indoil-beta-D-galactopirandsido.
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