DE
LA

VOLUMEN 21

\2/ XXVIII Verano De la Ciencia
— ISSN 2395-9797
www.jovenesenlaciencia.ugto.mx

XXVII

Universidad de Guanajuato

Glucanasas de la pared celular del hongo patogeno Sporothrix schenckii.
Cell Wall Glucanases of the Pathogenic Fungus Sporothrix schenckii.

Hernandez Martinez, Lizbeth J.', Ramirez Olvera Alondra N.2, Ortega Guzman Dulce G.3, Virrueta Alatorre, Jaime
M.4, Pifién Trujillo Abraham?®, Angeles Torres Katherine Y?, Razo Soria Tannia’, Nifio-Vega Gustavo A.?
Departamento de Biologia, Divisién de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de Guanajuato’3456.7.8
lj.hernandezmartinez@ugto.mx’, an.ramirezolvera@ugto.mx?, dg.ortegaguzman@ugto.mx3, jm.virruetaalatorre@ugto.mx*,
a.pinontrujillo@ugto.mx5, ky.angelestorres@ugto.mx®, trazo16@ugto.mx’, gustavo.nino@ugto.mx®.

Resumen

La importancia de la pared celular para la supervivencia de la célula fungica, asi como el hecho de los
componentes estructurales de la misma son requeridos para la integridad del hongo, pero no se encuentran
presentes en el hospedero humano, hacen de sus mecanismos de sintesis el foco de estudios en busca de
tratamientos antifingicos mas especificos y efectivos. La presente propuesta se enfoca en evaluar la
expresion diferencial de cuatro genes de glucanasas de pared celular, producidas por Sporothrix schenckii
en las fases de levadura y micelio.
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Introduccion

En hongos patégenos de humanos, la pared celular es la primera interfase de contacto en la interaccion
hongo-hospedero, la cual puede definir a través de diferentes mecanismos si la micosis se desarrolla o no
[1]. La importancia de la pared celular para la supervivencia de la célula fungica, asi como el hecho de que
los componentes estructurales de la misma son requeridos para la integridad del hongo, pero no se
encuentran presentes en el hospedero humano, hacen de sus mecanismos de sintesis el foco de estudios en
busca de tratamientos antifungicos mas especificos y efectivos [1]. A diferencia de la estrategia clasica de
enfocarse en las sintesis de componentes de la pared celular, la presente propuesta cambia de perspectiva
enfocandose en las enzimas extracelulares envueltas en la remodelacion de la pared celular fungica, las
cuales estarian mucho mas accesibles para un futuro desarrollo de compuestos dirigidos a disminuir (o
aumentar) la actividad de dichas enzimas y en consecuencia, producir cambios en la pared celular que
podrian desenmascarar a los componentes inmunogénicos de la misma, permitiendo al sistema inmune del
hospedero la eliminacion del agente infeccioso [2]. Como organismo modelo para explorar esta estrategia se
usara a Sporothrix schenckii, uno de los agentes conocidos de la esporotricosis, micosis subcutanea de
humanos y otros mamiferos, para el que contamos con informacién de la composicidon y mecanismos de
sintesis de su pared celular, asi como con herramientas de manipulacién genética ya probadas en el mismo
[2,3,4]. Ademas, desde 2014 tenemos su genoma disponible [5]. Los mecanismos de remodelacion de la
pared celular a ser estudiados en esta propuesta se enfocaran en la 3-glucana, componente estructural de la
pared de S. schenckii, y como un primer acercamiento, se analizara la expresion de cinco genes posiblemente
envueltos en su remodelacion in situ (Crf1, Eng1, Eng2, Eng3 y EgIC), de acuerdo con un analisis previo del
proteoma de la pared celular de las células levaduriformes de S. schenckii.

Metodologia y Resultados

Extraccion de ARN de ambas fases (levadura y micelio) y de la fase levaduriforme crecidas en YPD, para
produccién de DNAc y ensayos de RT-PCR.

Partiendo de micelio, las células se extraen por medio de vacio, gracias a un sistema matraz Kitasato, un
embudo Buschner y papel para cromatografia, se coloca un poco de agua fria y poco a poco el inoculo y
gracias al vacio se adhieren los micelios en el papel, después, se dan lavados con agua estéril y fria, los
suficientes hasta que el agua comience a percibirse transparente. Posteriormente, el micelio se despega del
papel y se coloca en un tubo Falcén, llevandolo a nitrégeno liquido, congelamiento subito.
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Partiendo de levaduras, estas se colocan en tubos de ultracentrifuga. Posteriormente las células se llevan a
centrifugacién a 5 000 x g/4°C/5min, formandose una pastilla en fondo. La pastilla se lava y nuevamente se
centrifuga, se lava hasta que el agua se vea mas clara. La pastilla obtenida se lleva a nitrégeno liquido,
congelamiento subito.

Posteriormente congeladas las células, se maceran en un mortero, hasta obtener un polvo muy finito, evitando
la descongelacion agregando mas nitrégeno liquido durante la maceracion.

La extraccioén se realizé por el método deTRIZOL., de acuerdo con el siguiente esquema:

Agitar en vortex las

Agregar ~300mg células con el Adadir 200 ul de Incubar 3 min a
de pulverizador en TRIZOL 30seg Inocular a cloroformo %rio temperatura ambiente y
eppedorf que hasta ver una temperatura . . > luego centrifugar a alta
contienen 1 ml de suspension ambiente por Smin agltarg;lgvtz)rlf)t:imente velocidad
TRIZOL homogénea color 12000rpm/10min/4°C
rosa
Cuantificacion de las muestras
Lavar pastilla con 1mL de . Agregar 50,0 ul de
Resuspender con 50 pl - EtOh 75% i Transferir la £ isopropanol frio, mezclar
100 ul de agua DEPC %y centifugar a ransferir la fase acuosa a delicadamente por
. 1 8000/10min/4°C y retirar el un tubo nuevo (donde se - " -
(previamente calentada a inmercion y dejar en
o sobrenadante decantando y queda RNA) de entre 400
65°C) agitando don el - . f hielo por 30min para
dejar secar de 3 a 5 min pl y 600 pl sin llevar

dedo hasta resuspender

volver a centrigugar
pastilla

12000rpm/10min/4°C y
retirar sobrenadante

(quitar residuos de EtOH interfase
con una sanita)

Se estimaron las concentraciones en el NanoDrop, para hacer una conversion de ng/ul, a pug/ul para la
reaccion, ya que por una reaccion de 10ul total se agrega 1ug/ul de ARN. La cuantificacion del RNA se hace
para saber su concentracion y que tan puras estan las muestras para saber si son aptas o no para poder
obtener cDNA. Pureza de RNA, 260/280 (2.0-2.2) si el valor es inferior esta contaminado con proteinas,
260/230 (1.8-2.0) si el valor es inferior hay presencia de contaminantes que absorben a 230nm como son los
fenoles y sales. Una vez obtenido el RNA, se procedi6 a la eliminacion de ADN gendmico contaminante
(DNAg) usando DNAsa (Tabla 1)

Tabla 1. Reaccion de DNAsa para limpieza del RNA

Para obtener 10ul de ARN limpio con DNsa se tiene que hacer la siguiente reaccion

1ug RNA El volumen de RNA que se afiade se determina dependiendo la concentracion de la muestra y con
la formula C1V1=C2V2 para obtener una concentracion de 1 pg/pl

Buffer DNAsa | 10X 1ul
Enzima DNAsa | 1pl 1ul
H20 DEPC Volumen requerido para 10 pl de volumen final
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Siguiendo el siguiente procedimiento:

Incubar a 37°C por 30min

Anadir 1l 50mM

EDTA para detener la
reaccion

Incubar 65°C por 10min
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EI ARN se hidroliza durante el
calentamiento con cationes divalentes en
ausencia de un agente quelante

Una vez tratado con DNAsa, el ARN se corre en gel de agarosa al 1.5% en buffer TBA, para determinar la
integridad de las muestras (Figura 1)

Figura 1. Muestras de ARN de la fase micelial de S. schenckii (S1 a S4) después del tratamiento con DNAsa. M, marcador de peso molecular. Corrida
en gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE.

Una vez determinada la integridad del RNA, se procedio a realizar una PCR control, con la finalidad de
determinar si la limpieza del RNA habia sido exitosa. Para ello, se realizaron reacciones de PCR simple, para
las que no se esperaba amplificacién de no haber DNAg contaminante. Las reacciones para cada muestra

de RNA se realizaron de acuerdo con la Tabla 2:

Tabla 2. Reaccion de PCR simple, para determinar la no contaminacion de las muestras de RNA con DNAg

Para obtener 25ul en cada tubo de PCR, se tiene que hacer la siguiente reaccion :

10X Buffer Taq 2.5ul
dNTPS(2mM) 2.5l
Fw primer [10mM] 2.5l
Rv primer [10mM] 2.5l
MgCl>[25mM] 2ul
RNA 1l
Taq Polimerasa 0.3 pl
H.0 DEPC 11.7 pl
Volumen final 25ul
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Las reacciones de PCR control se realizaron bajo las condiciones presentadas en Figura 2

95°C  [SEULIE

Figura 2. Condiciones de PCR simple, para determinar que las muestras de RNA se encuentran libres de DNAg.

Sintesis de cDNA (RTPCR)

La sintesis de cDNA, se realiz6 a partir de RNA, utilizando la enzima Transcriptasa Inversa (SuperScript Il1),
que puede llevar a cabo la sintesis de DNA complementario a partir de RNA. Para ello, se ensamblaron las
reacciones en 20ul de volumen final, afiadiendo los volimenes de cada componente de la reaccién de manera
de no sobrepasar el volumen final (siguiendo las indicaciones del kit SuperScript Ill), y se realizaron
reacciones de PCR de punto final, de acuerdo con el siguiente esquema, usando las mismas condiciones de
amplificacion mostradas en la Figura 2:

50uM Oligo dT
5ug total RNA
10 mM dNTP mix
DEPC treated water.
— 5X First-Strand Buffer
20ul 25nM MgCl
20.1MDTT
RNAse OUT
SuperScript Il RT (200U/ul)
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Para confirmar la amplificacion de los productos del PCR de punto final, se corrié un gen de agarosa al 1.5%
en TBE (Figura 3)

Figura 3. RTPCR punto final. Se muestra la expresién semicuantitativa de 5 genes 1. Crf1, 2. Eng1, 3. Eng2, 4. Eng3, 5. EgIC, a partir de cDNA de
micelio, los cuales codifican para 8-glucanas. M, marcador de peso molecular.

Conclusiones y Perspectivas

Se realiz6 con éxito la evaluacion de los 5 genes de interés Crf1, Eng1, Eng2, Eng3 y EgIC que transcriben
para B-glucanasas de pared celular de S. schenckii a partir de micelio y levadura. Dando que, ambas formas
expresan los genes mencionados, se podria decir que, en su forma micelial los genes se expresan
mayormente, pues las bandas en la RTPCR son mas Intensas, lo que significa, que el nimero de copias de
material genético, es mayor. Sin embargo, debido a problemas de funcionamiento del termociclador de
Tiempo Real en el Departamento de Biologia, no fue posible realizar las reacciones de Tiempo Real, por lo
que, para cerciorar lo anterior es necesario realizar dicho analisis.
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