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RESUMEN

El presente estudio consistié en la evaluacidén de tres métodos de extraccion de ARN
a partir de una cepa de referencia del hongo patdégeno oportunista Candida albicans,
ya que en este microorganismo el aislamiento de esta biomolecula, constituye una
de las principales limitaciones debido a los componentes de su pared celular, por lo
tanto los estudios a nivel genético y molecular son limitados en esta levadura. Se
realizaron 12 extracciones para cada uno de los protocolos y a través de
espectrofotometria y electroforesis en agarosa se determino la concentracion,
presencia y pureza de la muestra de ARN. Los resultados obtenidos sugieren que el
tratamiento con DNAsas, el lavado con alcoholes y la concentracién de formamida y
alcohol isopropilico, aumentan el rango de pureza de la muestra extraida. Por lo que
el protocolo mas apropiado de acuerdo a esta investigacion para la extraccion del
ARN de esta levadura, es el uso del reactivo Trizol el cual produjo un rango
aceptable dentro del rango 6ptimo de pureza de 1,94 y con una concentracion de 2,2
pug/ml para un numero aproximado de 2400 millones de microorganismos por

mililitro.

PALABRAS CLAVES: Candida albicans, métodos de extraccion, extraccion de
ARN.
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1. INTRODUCCION

Los patdégenos fungicos oportunistas son una importante causa de enfermedades
invasivas fatales y una de las muchas amenazas que enfrentan los pacientes
inmunocomprometidos, debido a las limitaciones de las terapias antifingicas
actualmente disponibles, tales como su toxicidad, su espectro cerrado y la
emergencia de patdégenos resistentes (1). Tal es el caso de la levadura Candida
albicans la cual es frecuentemente encontrada como saprofito oportunista, que hace
parte de la microflora normal y que coloniza las superficies de ciertas membranas
mucosas en humanos. La infeccidon superficial y diseminada, presenta mas

aislamientos en candidiasis cutanea (2).

En el afan de conocer los factores que le confieren su caracteristica virulencia y
resistencia a los antimicoticos, se ha descubierto que Candida albicans posee una
pared celular compuesta principalmente en gran porcentaje de polisacaridos como
Manoproteinas, B-Glucano-Quitina, f Glucano y una capa de fibrillas, los cuales han
sido descritos como parte de las 5 capas que tiene la pared celular (desde la
membrana plasmatica hacia afuera) (3, 4), lo cual dificulta la tarea principal de

obtener los acidos nucleicos para posteriores analisis.

Los acidos nucleicos, acido desoxirribonucleico (ADN) vy &cido ribonucleico (ARN),
desempefian un papel esencial en el proceso de la sintesis de proteinas, estos son
compuestos celulares fundamentales, responsables de la mayor parte de las

actividades bioldgicas (5).

El aislamiento del acido ribonucleico intacto y de gran pureza, es un paso critico
para posteriores aplicaciones de técnicas moleculares ya que la extraccion del ARN
debe poseer minimos niveles de contaminacion, suficiente cantidad y pureza para la
realizacion de practicas como; estudios referentes a la expresidn genética;
transcripcion reversa- reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR); analisis de

Cruz-Pérez, 2009 2
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northern blot; reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR) y

andlisis de microarreglos (6, 7).

Los problemas asociados con el aislamiento de los acidos nucleicos en hongos
microscépicos son: romper la pared celular la cual es resistente, la presencia de
gran contaminacion de polisacaridos, y altos niveles de ribonucleasas intracelulares
(8). Ademas los protocolos estandar y métodos comerciales disponibles en la
actualidad para el aislamiento del acido ribonucleico no presentan patrones de
rendimiento homogéneos (9). En consecuencia, es fundamental determinar el
sistema de extraccion y purificacién de acidos nucleicos mas adecuado para candida
albicans y asi estos resultados pueden ser extrapolados a otras especies de este

género.

En respuesta a la demanda para la obtencién de ARN de gran concentracion y
pureza de la levadura Candida albicans, se propuso la evaluacion de tres métodos

de extraccion que estan a nuestro alcance y son comunmente utilizados.

Cruz-Pérez, 2009 3
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2. MARCO TEORICO
2.1 Genero Candida

El género Candida pertenece a la familia Cryptococcaceae dentro del orden
Deuteromycota (hongos imperfectos), compuesto por mas de 200 especies
diferentes y con habitat natural generalizado. Muchas de estas especies forman
parte de nuestra flora normal de la piel, tracto gastrointestinal, genitourinario y
respiratorio; aproximadamente un 10% de éstas se relaciona con enfermedades
infecciosas. Las levaduras del género Candida pueden causar un gran namero de
cuadros clinicos, con manifestaciones variadas que dependen del lugar de la
infeccidn y del tipo de paciente (10). El mas importante patdégeno de los clasificados

dentro del genero Candida es la especie Candida albicans (11).
2.2 Candida albicans

Candida albicans del latin candidus (blanco) y albicans, participio presente de
albicare (que es blanca) (12). Es una levadura comensal del tracto vaginal,
gastrointestinal y bucal de los humanos, es un agente patégeno oportunista, esta
levadura es el mas importante agente productor de micosis en humanos, causando
desde alteraciones superficiales leves hasta infeccion invasiva y rapidamente fatal
en pacientes con inmunidad deprimida. (11)

En Candida albicans los términos “dimorfismo” y “hongo dimorfico”, se refieren a la
capacidad de encontrarse en dos formas morfologicas, las cuales estan bien
establecidas y cominmente aceptadas para esta levadura, aunque esta expresion
se debe variar pues estos hongos tienen la habilidad de adoptar un espectro amplio
de morfologias, por lo tanto Candida albicans puede ser considerada un organismo
“polimdrfico” (4). Las células son pequefias (4-6 micras) se reproducen por gemacion
(13) es capaz de adaptarse a una temperatura de 37°C; su crecimiento esta dado en

Cruz-Pérez, 2009 4
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respuesta a las condiciones ambientales. Su manipulacion genética es limitada
debido a su diploidia y falta de ciclo sexual, aunque para este ultimo hay evidencia
dentro del genoma que sugiere que es posible este tipo de reproduccion aunque no
se ha demostrado experimentalmente. Su genoma nuclear es de ~16 millones pares
de bases y es 33% mas grande que el de Saccaromyces cerevisiae, el cual tiene su
genoma totalmente secuenciado (14). Candida albicans es el patbgeno mas comuin
entre las especies de Candida. Sin embargo, en los ultimos afios se ha observado
un desplazamiento en el espectro de especies de este género hacia Candida no-

albicans en aislamientos clinicos (15).

Candida albicans posee genes que codifican para varios factores de virulencia lo
gue refleja la adaptacion a un amplio rango de condiciones ambientales, en las que
el hongo se encuentra durante su crecimiento in vivo. Por ejemplo, el pH sanguineo
es casi neutro, mientras que el de la vagina es acido. Esta versatilidad puede
sostenerse por un repertorio de genes que se expresan permitiendo su proliferacion

bajo diferentes condiciones (16).

Aproximadamente del 80 al 90% de la pared celular de C. albicans esta constituida
por carbohidratos. Tres componentes representan en su mayoria los polisacaridos
de la pared celular: (i) polimeros ramificados que contienen glucosa (B-glucanos), (ii)
polimeros no ramificados de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) conteniendo quitina y
(i) polimeros de manosa que estan asociadas covalentemente con proteinas.
Ademas las células contienen proteinas (6 a 25%) y menor cantidad de lipidos (1 a
7%). Los polimeros microfibrilares (glucanos y quitina) representa el componente
estructural de la pared, ellos forman un rigido esqueleto que provee de propiedades
fisicas fuertes a esta barrera natural (4) (Figura 2), dificultando la obtencion del acido
nucleico, ademas esta capa parece tener importancia en cuanto a la virulencia por

favorecer la adhesién y fagocitosis (17, 18).

Cruz-Pérez, 2009 5
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Figura 2. Estructura esquematica de la pared celular de Candida albicans (en 19)

Recientemente, nuevas técnicas, basadas en la biologia molecular y la serologia,
han comenzado a utilizarse para identificar y caracterizar las especies y géneros de
las levaduras. Varios procedimientos se han propuesto para la identificacion de
especies de Candida a partir de amplificaciones por PCR. Ademas de los genes
ribosomales (20), otros han sido publicados basados en secuencias ITS (21), con
resultados satisfactorios en cuanto a especificidad y sensibilidad. Muchos
investigadores creen que dichas técnicas se convertirdn en la base de la futura
taxonomia, clasificacion y diagnostico de las levaduras (22). Esta tecnologia ya se
ha demostrado de gran utilidad en la epidemiologia, en el analisis filogenético y en el
estudio de la resistencia a farmacos aplicada a especies del género Candida (23).
Como la mayoria de los hongos patdégenos son Deuteromicetes y presentan
caracteristicas ambientales cambiantes, el uso de técnicas moleculares permite
estudiar caracteristicas estables y no modificables por el ambiente, como el ADN del

gen y el ARN molecular en estos microorganismos (24).
2.3 Acido ribonucleico (ARN)
Debido a las dificultades de sensibilidad, especificidad y retardo de las técnicas

microbioldgicas tradicionales, se han desarrollado durante la ultima década diversas

técnicas en el campo de la biologia molecular con gran potencial en el area del

Cruz-Pérez, 2009 6
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diagndstico micoldgico, tanto para la busqueda e identificacion del agente causal
como para la evaluacion de clonalidad con distintos fines terapéuticos (25).

La informacidn necesaria para las actividades y funciones de los seres vivos se
encuentra almacenada en los acidos nucleicos. Su nombre deriva de su caracter
acido y el hecho de que fueron descubiertos en el ndcleo de las células eucariontes.
(26). Estos éacidos tienen dos variantes quimicas que son el acido
desoxirribonucleico y el acido ribonucleico. Estos acidos nucleicos son moléculas
esenciales para las funciones de la célula, existiendo en todas ellas. En el ADN se
localiza la informacion genética de la célula, mientras que diferentes moléculas de
ARN forman parte del sistema que traduce esta informacidén en las proteinas que
determinan la estructura y la funcion celular (27). El conocimiento de la estructura,
metabolismo y modo de accién del ARN en la sintesis de proteinas es fundamental
para entender el control de la expresién genética, divisidbn celular, crecimiento y

desarrollo de los organismos (28).

2.4 Diferentes tipos de ARN

En las células vivas se han encontrado varios tipos de ARN y los tres tipos
principales son: el ARN de ribosomas (ARNr) el ARN soluble o de transferencia
(ARNt), y el ARN mensajero o transcriptor (ARNm). La tabla 1 muestra una
comparacion de estos tres tipos de ARN. El ARN se encuentra en varias partes de
las células junto con proteinas, de las que debe ser separado para su posterior
estudio. Aunque la composicién molar de las bases varia considerablemente segun
la fuente del ARN (29).

Cruz-Pérez, 2009 7
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Tabla 1. Comparacion de los diferentes tipos de ARN (en 29).

Fuente Proporcién Peso Comentarios
de RNA, % molecular

(Daltons)
ARNTr Ribosomas 80 100 X 10* metabodlicamente estable
ARNs 6  Citoplasma 15 2,5 X 10* Importante en el transporte
ARNLt soluble de aminoacidos
ARNmM Ribosomas, 5 50 X 10* metabodlicamente |&bil:
citoplasmay similar en composicién de
nucleo bases al ADN: llamado

también D-ARN

Con relacion al ARN transferente (ARNt) se conocen unos 60 ARNt distintos, y se
encuentran en todas las células. Intervienen en la sintesis de proteinas, ya que van
unidos a un aminoacido y su presentacion es en forma de una hoja de trébol. El ARN
ribosémico (ARNr) esta presente en los ribosomas (30), su estructura presenta un
plegamiento complejo que le permite asociarse tanto a las proteinas integrantes de
los ribosomas como a otros ARNr y participan en el proceso de sintesis proteica. Por
ultimo EI ARN mensajero (ARNm) es quizas el mas importante de los ARNs
mencionados, generalmente esta presente en un porcentaje pequefio (1-5%) del
acido ribonucleico total se sintetiza sobre un molde de ADN y sirve de pauta para la
sintesis de proteinas, su peso molecular es alto y contiene codificada la secuencia
de una proteina, ademas de sefiales para la iniciacion y terminacién de la sintesis
(31). La fraccion de ARN mensajero esta compuesta de cientos de moléculas que
difieren en la composicién de las bases y el tamafio y no se pueden fraccionar en
una sola banda de geles de agarosa o poliacrilamida (32). Cabe mencionar que
existen otros tipos de ARN que se diferencian en funcién de sus pesos moleculares,

Cruz-Pérez, 2009 8
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como: El ARN heterogéneo nuclear (ARNhn), el ARN pequefio nuclear (ARNsn) y el
ARN virico (ARNv) (30).

2.5. Caracteristicas fisico-quimicas del ARN

Algunas de las caracteristicas fisico-quimicas de los ARN son:

e El peso molecular de los ARNs oscila entre 25.000 y varios millones de
Daltons.

e Su constante de sedimentacion esta comprendida entre 3S y 30S (33).

e Debido a que el azucar presente en el ARN es la ribosa sugiere que en la
posicion 2’ del anillo del azdcar hay un grupo hidroxilo (OH) libre. Por este
motivo, el ARN es quimicamente inestable, de forma que en una disolucién
acuosa se hidroliza facilmente.

e Solubles en soluciones diluidas de NaCl, Insoluble en alcohol. Puede ser
disociado de las proteinas por tratamiento con un detergente o un fenol.

e El porcentaje de A, G, Cy U de un ARN se determina en dos pasos como son
la degradacion hidrolitica completa del ARN para formar una mezcla de sus
nucledtidos constituyentes y un analisis cromatografico de la mezcla (por lo
regular con un método de intercambio i6nico en columna). La hidrolisis
completa del ARN se puede lograr calentandolo con NaOH o mediante el uso
de enzimas llamadas ribonucleasas (34).

e Las bases nitrogenadas tienen la propiedad de absorber la luz ultravioleta.
Esta propiedad permite identificarlas y cuantificarlas, ya que cada base
presenta un espectro de absorcion caracteristico con una longitud de onda
maxima de aproximadamente 260 nm (Figura 1).

Cruz-Pérez, 2009 9
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Figura 1. Espectro de absorcion caracteristico de los acidos nucleicos (en 27).

La capacidad de las bases presentes en los acidos nucleicos de absorber la luz
ultravioleta es la causa principal del efecto mutagénico que tiene esta radiacion en

los organismos vivos (27).

La lectura a A260 nm permite la obtencion de la concentracion de ARN extraido,
donde una unidad de absorbancia es igual a 40 ug de ARN/ml. La pureza que es
estimada por la relacion de A260/A280 donde rangos entre 1,7-2,1 estan dentro del
nivel optimo de pureza, niveles menores sugieren posible contaminacién con
proteinas y ADN gendmico. La pureza también es obtenida en la relacion
A260/A230 donde rangos menores a 1,8-2,2 sugieren contaminacion con

componentes celulares tales como polisacaridos (35).

Cruz-Pérez, 2009 10
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Candida albicans es una levadura que puede ser aislada como comensal en mas del
70% de la poblacién sana. Esta levadura se le considera un patégeno oportunista ya
que en individuos inmuno deficientes como pacientes con SIDA, aceptores de
organos, cirugia invasiva y con prolongada quimioterapia, puede ser causa de
enfermedad, comprometiendo organos y tejidos, afectando asi la calidad de vida de
estos pacientes y en muchos casos hasta causar la muerte (36, 37, 18). Hasta el
momento se han caracterizado algunos de los factores que le permiten a C. albicans
infectar al humano. Una de las maneras para la identificacion de estos factores es
determinar los niveles de expresion de algunos genes que hayan sido caracterizados
bioinformaticamente; para lo cual se hace necesario contar con un método de
extraccion de ARN que permita obtener este acido nucleico en buena concentracion

y de buena calidad.

Los hongos levaduriformes al contener una pared celular compuesta principalmente
por polisacaridos como Manoproteinas,p -Glucano-Quitina, B Gluén os y una capa
de fibrillas, ademas de componentes como hidrato de carbono, lipidos y proteinas (3,

4) generan limitantes para la obtencion de sus contenidos celulares.

Los protocolos estandar y métodos comerciales disponibles en la actualidad no
presentan patrones de rendimiento homogéneos (9). En consecuencia, es
fundamental determinar el sistema de extraccion y purificacion de acidos nucleicos

mas adecuado para cada tipo de microorganismos.

Cruz-Pérez, 2009 11



ST

(’r/": Evaluacion de tres métodos de extraccion de ARN de Candida albicans

4. JUSTIFICACION

Obtener una muestra de ARN de Candida albicans en cantidad y calidad adecuada
permite realizar estudios en biologia molecular de este microorganismo que nos
ayudara a determinar los niveles de expresion de los genes 6 cambios que
presentan estos con relacibn a las condiciones de crecimiento, que puedan

favorecer los factores de virulencia de esta levadura.

Por esta razon se hace necesario evaluar diferentes métodos para la extraccion del
acido ribonucleico y escoger cual de estos es el mas apropiado para obtener ARN
de Candida albicans de buena calidad, iniciando con la lisis de su pared celular
hasta la degradacion de su ADN y proteinas para obtener un ARN que se pueda

utilizar en posteriores andlisis moleculares.

Cruz-Pérez, 2009 12
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5. ANTECEDENTES

Los trabajos relacionados directamente con la extraccion de ARN, se han hecho en

su mayoria con diferentes microorganismos.

Nuyts y et al, en el 2001 trabajaron en el “aislamiento eficiente de ARN total de
Clostridium sin contaminacion con ADN” con el principal objetivo de comparar tres
métodos de extraccion de ARN usando una modificacién del protocolo de extraccion
de acido fenol (Hopwood et al, 1985; Gerischer and Durre, 1992) vy dos kits
comerciales “Rneasy Mini kit” (QIAGEN, Valencia, CA, USA) y el “SV Total RNA
Isolation System” (Promega, Madison, WI, USA.). La pureza y concentracion de ARN
extraido fueron analizadas espectrofotométricamente y la integridad de estos fue
comparado por la aplicacion de 1 pg de cada muestra en el gel al 1,3% agarosa-
formaldehido, en buffer de corrido MOPS (20 mM MOPS, 5 mM acetato sodio, 1 mM
EDTA, pH 7,0) y la separacion de acidos nucleicos por electroforesis a 90 mV por
tres horas. Los resultados muestran que el protocolo que obtuvo mayor produccién y
mas pureza fue “Rneasy Mini kit” (A260/280 1,9 con 54 ug/ml de produccion de
ARN) mientras que el de menor produccion y pureza se obtuvo con fenol (A260/280
1,4 con 17 pg/ml de concentracion de ARN) y el estuche de Promega estuvo en el
medio de los dos (A260/280 2,0 con 18 pg/ml de produccion de ARN). Se concluy6
gue el estuche Rneasy Mini representa un método simple y rapido para la extraccion
de ARN en Clostridium.

Uppuluri, et al, en el 2006, trabajaron en “Andlisis de las especies de RNA de varias
tamafios de la fase plancténica estacionaria de las células de la levadura de Candida
albicans”, con el objetivo principal de explorar los patrones de expresién en la fase
estacionaria de C. albicans y como relacionar la expresion de este gen en
organismos bajo diferentes condiciones de crecimiento. La extraccion de ARN se
realizo empleando distintos métodos como lo son el acido fenol caliente (HAP por su

abreviatura en ingles), con o sin vortex con perlas de vidrio, y el método de
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aglomeracién con perlas de vidrio (CGB) en nitrégeno liquido, utilizado en
Saccharomyces cerevisiae. Entre sus resultados se encontr6 que el método HAP
combinado con métodos para el rompimiento celular como HAP con o sin vortex con
perlas de vidrio resulto adecuada para la extraccion de moléculas de ARN. El
método HAP no fue util en la obtencion de ARNr de la fase estacionaria tardia de
estas células. Igualmente cuando esta fue combinada con la homogenizacion con
CGB, la distribucion parcial permanece en la fase estacionaria tardia en el ARN. En
cuanto a la RT- PCR compararon la habilidad de dos de los métodos (HAP y CGB)
con diferentes niumeros de primers, HAP revelo pequefios ADNc de peso molecular
para ciertos primers, y para CGB todas las especies de ADNc fueron eficientemente
amplificadas lo que nos sugiere que el método de extraccion CGB es mejor para la
extraccibon de ARNm de los genes constitutivos en comparacion del método de

extraccion HAP.

Noor Adila y et al, 2007 trabajaron en la “comparacion de meétodos para el
aislamiento de ADN y ARN de gran calidad de un hongo oleaginous Cunninghamella
bainieri cepa 221" con el objetivo principal de demostrar la validez de protocolos de
aislamiento de ADN y ARN. Especificamente en la extraccion de ARN, ellos
compararon 2 protocolos, el protocolo de Sokolovsky et al. (1990) y el protocolo
comercial para el aislamiento de ARN usando TRI REAGENT del centro de
investigacion molecular empleando fenol y precipitacién de LiCl (Sokolovsky et al.,
1990). Para la cuantificacion y visualizacion del ARN se utilizo el espectrofotometro y
su integridad fue comprobada por la interpretacion en gel de agarosa mas
formaldehido. En cuanto a los resultados la extraccion con la solucion TRI
REAGENT es un procedimiento que puede ser completado en menos tiempo frente
a otros métodos y la extraccion usando fenol y precipitacion de LiCl muestra una
gran calidad de ARN total con alto rendimiento; el gel mostré6 bandas de ARN
ribosomal de 28S y 18S indicando que con ambos métodos se puede aislar esta
biomolecula del micelio de C.bainieri. El método que involucra fenol y precipitacién
LiCl produjo el méximo rendimiento de ARN con un promedio de 372 * 6,0 ug
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ARN/g del micelio y el ARN parece ser relativamente puro en rangos de absorbancia
de A260/280 y A260/230 de 1,89 y 1,99, respectivamente. Finalmente, se demostro
gue este método puede producir ARN de suficiente calidad para RT-PCR que

amplifico un fragmento de 600 bp del gen acido desaturasa en C. bainieri.

Cury Jaime y Koo Hyun, en el afio 2007, trabajaron en “extraccién y purificacion del
ARN total de biofilms de Streptococcus mutans” con el objetivo principal de
comparar varios métodos de extraccion de ARN usando biofilms de Streptococcus
mutans en cuanto a la extracciéon de ARN fueron utilizados los protocolos de acuerdo
a Chen y colaboradores (1998) y Kuhnert y Quivey (2003) con algunas
modificaciones. Ellos también examinaron otros procedimientos comunmente
utilizados en las extracciones de ARN, incluyendo kits comerciales que usan lisis
para la matriz, enzimas (mutanolisina/lisozima) y Trizol, pero la produccion de ARN
fue 1,5 a 3,0 veces menor que el mecanismo de lisis celular en NAES-acido
fenol/cloroformo usado en este estudio. A los extractos se les traté con DNAsas para
evitar contaminacion. Se realizé la determinacion de la integridad y pureza del ARN
mediante espectrofotometria; ademas de un analisis por PCR- en tiempo real. Los
resultados indicaron que la homogenizacion en cuanto al mecanismo de lisis celular
en el buffer NAES y acido fenol cloroformo tuvo un rendimiento de 547,2 + 23,4 ug
RNA/100 mg peso seco del biofilm lo que quiere decir que el acido fenol cloroformo
mejora la purificacion de ARN sin afectar significativamente la produccion de ARN.
Se estandarizdé una técnica para la extraccion de ARN de Sreptococcus mutans
(mostrada en el documento); en cuanto al tratamiento con DNAsas la combinacion
de DNAsa | basado en columna silica gel y DNAsa | recombinante en solucion fue
efectivamente removida y el ADN gendmico fue determinado por PCR en tiempo real
y por RT-PCR resultando en una produccion de ARN de 92,0 + 0,6 pg por 100 mg
del peso seco del biofilm; los resultados demuestran que el método que produce
gran calidad de ARN de los biofilm de S. mutans, es suficiente para analisis de PCR-

en tiempo real.
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Vongsavanh Phongsisay y et al, en el afio 2007, trabajaron en la evaluacion de 8
métodos de extraccion de ARN para el analisis trancripcional en Campylobacter
jejuni. Todos los meétodos que se evaluaron estaban en combinacion de
descontaminacion con ADN (TURBO tratado con DNAsa y extraccion acido fenol)
fueron comparados para la integridad concentracién y pureza del extracto. Los
métodos son la Rneasy con Dnase column (Qiagen), RNAgent (Promega), RNAwiz
(Ambion), RNAzol B (Tel-Test), Trizol (Invitrogen), Hot/SDS phenol ARN prep y
Triton X-100-based mRNA-rich RNA isolation. Ademas fue modificado el protocolo
de Triton X-100-based en vez de acido fenol (125:24:1, pH 4,5, Ambion) fue usado
cloroformo. Los resultados mostraron que todos los métodos generaban ARN y sus
valores de A260/A280nm fueron de 1,8, los métodos basados en Trizol y hot/SDS
ARN prep mostraron altas cantidades de ARN (1,1 pg/pl), mientras que el
rendimiento para los otros métodos fueron cercanos a 0,7 pg/ul. Un ARN de gran
calidad fue obtenido por el Rneasy con Dnase column, RNAwiz, RNAzol B, y Trizol.
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6. OBJETIVOS

Objetivo general:

e Evaluar tres métodos de extraccion de ARN en la cepa de referencia de
Candida albicans IP 118079.

Objetivos especificos:

e Determinar el nimero aproximado de células necesarias para la obtencion de

ARN de esta levadura.

e Determinar bajo condiciones de laboratorio con cual de los métodos se
obtiene ARN de mejor calidad y mayor cantidad a partir del cultivo de Candida

albicans.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 ORGANISMO Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se empleo la cepa de referencia del Instituto Pasteur (IP) 118079, de Candida
albicans, obtenida en el cepario del Centro de Investigacion Biomédicas de la
Universidad del Quindio se cultivo en medio agar sabouraud cloramfenicol, en el
cual solo crecen levaduras. Se procedié a sembrar por estria. Se guardé el medio en
una nevera de icopor a temperatura ambiente para que crecieran las colonias,
después de un dia, se procedié a colectar las células del medio de cultivo y se
resuspendieron en 1 ml de solucion salina. Este procedimiento se realiz6 antes de

cada extraccion de ARN.

7.2 CUANTIFICACION DEL NUMERO DE CELULAS PRESENTES EN LA
MUESTRA

Para este procedimiento cualitativo se tomo6 en cuenta la escala de concentraciones
de Mc Farland, que tiene la utilidad de realizar suspensiones bacterianas ajustadas a
un patrén cuantitativo (Fig. 3 y Tabla 2) la cual es también utilizada en levaduras;
esta escala fue proporcionada por el Grupo PATOMOL del Centro de

Investigaciones Biomédicas.

Figura 3. Fotografia de la escala de Mc Farland (en 41).
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A los ependorf con las muestras resuspendidas en 1 ml de solucion salina, se les
realizé diluciones seriadas. Una primera dilucion tomando de la muestra base 100 pl
y llevandolo a 1 ml con solucion salina, observando la turbidéz y comparandola
visualmente con la turbidéz de los tubos de la referencia de Mac Farland

determinando asi el nimero de células en la muestra.

Tabla 2. Escala turbidimétrica de Mc Farland se basa en la capacidad de

precipitacion del cloruro de bario en presencia de acido sulfurico (42).

millones
TUBO BaCl, 1% H,SO4 1% microorganismos

/ml
1 0,1 9,9 300
2 0,2 9,8 600
3 0,3 9,7 900
4 0,4 9,6 1200
5 0,5 9,5 1500
6 0,6 9,4 1800
7 0,7 9,3 2100
8 0,8 9,2 2400
9 0,9 9,1 2700
10 1,0 9,0 3000

7.3 LISIS DE LA PARED CELULAR

Para conocer cual es el mejor método de ruptura de la pared celular se analizaron 3
métodos de lisis los cuales son: choque térmico incubando las muestras 5 min a -80
°C, y después 10 min en bafio Maria a 60 °C proceso que se repitid 5 veces.
Sonicacion de las muestras durante 1 min a 30 Hertz esto se repitié 5 veces. El
ultimo método fue el de lisis enzimética, se agregd a las muestras 293 ul de EDTA
50mM y 7.5 pl de la enzima liticasa, se incubd durante cuatro horas a 37°C, antes y
después de tales métodos las células fueron observadas al microscopio (objetivo de
40x).
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7.4 EXTRACCION DE ARN TOTAL

Después de realizar la lisis de la pared celular y determinar cual era el mejor método
para romper tal barrera. Se llevo a cabo la extraccion de ARN a partir de este, (12
extracciones por método) de Candida albicans empleando tres protocolos diferentes.
Los protocolos evaluados son: un método casero con Fenol-cloroformo-isoamilico, y
dos de uso comercial (estuche comercial SV Total RNA Isolation System promega/
El reactivo Trizol Invitrogen), modificando algunos de los pasos indicados por los

fabricantes, como se indica a continuacion

7.4.1- Método casero Acido fenol-cloroformo-isoamilico: se tomaron las células y
se centrifugaron a 6000 g durante 3 min, descartando el sobrenadante,
resuspendiendo las células en 1 ml de agua dietil pirocarbonato (DEPC) y se
centrifugaron a 6000 g por 3 min, descartando el sobrenadante y se resuspendiendo
en 600 ul de buffer de extraccion, inmediatamente se afiadio igual volumen de Fenol:
cloroformo isoamilico (PCI) se mezclé dejando 5 min a temperatura ambiente, se
afladieron perlas de vidrio, vortex por 2 min a maxima velocidad, transfiriendo el
sobrenadante a tubos nuevos, y se separaron fases por centrifugacion a 1600 g
durante 5 min, transfiriendo la fase acuosa y afiadiendo 450 ul de PCI, 350 pl de
cloroformo: isoamilico (SEVAG), se afiadieron 40 pl de acetato de sodio, de 80 pl de
etanol al 95% y se guardo una hora a -20°C. Se centrifugd a 9000 g por 3 min y
descartando el sobrenadante. Se lavo el pellet con 300ul de etanol al 70%, y
centrifugando a 9000 g durante 3 min y se descarto el sobrenadante y dejando secar
el pellet antes de resuspenderse en 50 ul de agua DEPC, almacenandolo a -80°C.
(43).

7.4.2- Estuche comercial SV Total RNA Isolation System promega: se le agrego
a las diluciones B- mercaptoetanol al 1%, incubandolo a 30°C de 15 a 30 min, se
afiadio 7,5 pL de sv buffer lisis ARN, mesclando por inversion y centrifugando a
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maxima velocidad por 10 min, se afladié 350 pl de buffer dilucion ARN mezclé por
inversion y centrifugando a maxima velocidad por 10 minutos, se afiadio 200 pL de
etanol al 95%, pipeteando 3-4 veces, transfiriendo al contenedor de la matriz de
purificacion poniéndolo dentro del tubo colector y centrifugando a 8000 x g por 1 min,
retirando el liquido del tubo colector, agregando 600 uL de sv solucion de lavado
ARN , se centrifugo a 8000 x g por 1 min, descartando el sobrenadante del tubo
colector. se prepar6 la mezcla de DNAsa (40uL buffer amarillo, 5uL de MNCL2 al
0.09 M y 5ul de la enzima DNAsa 1) en un tubo estéril, pipeteando suavemente, sin
vortex, se mantuvo la DNAsa en hielo, se afladié 50uL de DNAsa directamente a la
membrana del contenedor, incubando por 5 min de 20-25 °C, agregando 200 uL de
sv solucion de parada de la DNAsa al tubo, se centrifugd a 8000 x g por 1 min,
afiadiendo 600 pL de sv solucion de lavado ARN y centrifugando a 8000 x g por 1
min, eliminando sobrenadante del tubo y se afiadié 250uL de sv solucion de lavado
ARN, se centrifugd a la maxima velocidad por 2 min, poniendo este sobrenadante a
un nuevo tubo y se afiadiéo 100 pL de agua libre de nucleasas, a la membrana del
tubo, centrifugando a 8000 x g por 1 min, descarto sobrenadante y se resuspendi6
en 50ul de agua DEPC almacenandolo a -80°C (35).

7.4.3- Reactivo Trizol: Se us6 1 ml de Trizol para lisar las células de la levadura,
pipeteando repetidamente; incubando las muestras a temperatura ambiente por 5
min y centrifugando a 12.000 x g por 6 minutos, se descartd sobrenadante, agregado
800 ul de agua DEPC, incubando por 5 minutos a temperatura ambiente, se afiadié
200 pl de cloroformo, agitando vigorosamente por 15 segundos, se incubo a
temperatura ambiente por 3 min, centrifugando a 12.000 x g por 15 min de 2 a 8°C,
separando la fase acuosa superior; y se transfiri6 esta fase a un tubo nuevo,
afiadiendo 500 pl de alcohol isopropil, se incubaron las muestras a temperatura
ambiente por 10 min, centrifugando a 12.000 x g de 2 a 8°C, removiendo el
sobrenadante, se lavo el pellet con 1 ml de etanol al 75%, vortex, centrifugando a

7.500 x g por 5 min de 2 a 8°C, dejando secar brevemente el pellet a temperatura
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ambiente, se disolvié el ARN en agua DEPC, y incubando por 10 min de 55 a 60°C y
almacenéndolo a -80°C (44).

7.5 CUANTIFICACION DEL ARN TOTAL Y DETERMINACION DE LA PUREZA

La cuantificacion de ARN se realizo por espectrofotometria, para lo cual se
emplearon cubetas de cuarzo, se tomaron 10 pL de la muestra y fueron
resuspendidas en 490 pL de la soluciéon de rehidratacion (agua DEPC) y se

determind la absorbancia a 230, 260 y 280 nm.

7.6 PURIFICACION DEL ARN TOTAL

Para la obtencion de muestras de ARN menos contaminadas se procedio a tratar:
todas los extractos, con DNAsas, incubandolas por 10 min a 37°C, se centrifugo a
13.000 rpm por 2 min, descartando sobrenadante y resuspendiendo en 500 pl de
isopropanol, pipeteando tres veces, se centrifugo a 13.000 por 1 min, se descarto el
sobrenadante, resuspendiendo en 50 pl de isopropanol y formamida segun lo
sugerido en el protocolo del reactivo Trizol y por Gurman y colaboradores (2008)
(45). Se procedio a leer su absorbancia, tomando 20 pl de la muestra de ARN y
resuspendiendola en 180 ul del blanco (solucién en el que se resuspendieron las

muestras).

7.7 VISUALIZACION DEL ARN TOTAL MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GEL
DE AGAROSA

Para determinar la presencia del ARN extraido se procedié a la separacion
electroforética de 10 pl de la muestra. Para la preparacion del gel al 2 % debido a al
bajo peso de este acido nucleico, se mezclaron 0,8g de agarosa con 40ml del buffer

TBE al 0,5X y tefiido con 0,7 pl de bromuro de etidio; se empled un voltaje de 50 w, y
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por ultimo para visualizar las bandas de ARN se expuso el gel a luz ultravioleta y se
realiz6 la documentacion del gel para identificar las bandas resultantes.

7.8 DETERMINACION DE CONTAMINACION DE ADN EN LAS MUESTRAS DE
ARN TOTAL

En las muestras que contenian un numero aproximado de 2400 millones de m.o/mly
en las cuales se evidencid la banda de ARN total, se procedi6 a realizar un
tratamiento con 5 pl de la muestra mas 5 pl de la enzima RNAsa y otro tratamiento
de 5 pl de la muestra con el mismo volumen de DNAsa, incubandola a 37°c por 20
minutos y corriéndolas nuevamente en un gel de agarosa al 2% para observar la no
presencia de banda en las muestras tratadas con ribonucleasas y la presencia de
dicha banda en las tratadas con DNAsas, para concluir si realmente nuestro extracto

es del acido ribonucleico.
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8. RESULTADOS

8.1 CUANTIFICACION DEL NUMERO DE CELULAS PRESENTES EN LA
MUESTRA

La cuantificacion de las células resuspendidas en 1 ml de solucién salina fue posible
gracias a la escala Mac Farland. Los resultados muestran que segun el grado de
turbidéz, se puede decir que cualitativamente el niumero aproximado de células
presentes en nuestras diluciones fue de 2400; 1200 y 300 millones de

microorganismos por mililitro (m.o/ ml).

8.2 LISIS DE LA PARED CELULAR

Este analisis demostré que el mejor método para la ruptura de la pared celular de la
levadura Candida albicans fue el enzimatico dado que al microscopio (objetivo de
40x) se observo un mayor numero de células lisadas generando pequefios
fragmentos celulares en comparacion con los otros dos métodos de lisis (fisica). Por
lo tanto se escogidé el método enzimatico para lisar la pared celular antes de la

extraccion.

8.3 EXTRACCION DE ARN TOTAL

Para cada uno de los protocolos se realizaron 12 extracciones: cuatro contenian un
namero de 2400 millones (m.o/ml), otras cuatro contenian un niamero de 1200 (m.o
/ml) y las ultimas cuatro contenian un nimero de 300 millones (m.o /ml). El tiempo

empleado para cada extraccion fue de aproximadamente 2 horas y 10 min.
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8.4 CUANTIFICACION DEL ARN TOTAL Y DETERMINACION DE LA PUREZA

La concentracion y pureza de los tres métodos para extraer ARN se resume en la
tabla 3, mostrando que para cada una de las diluciones en cuanto a una mayor
concentracion de ARN el método del acido fenol cloroformo isoamilico fue el mejor
obteniendo en promedio 228ug/ml, aunque su desviacion estandar, presenta datos
mas altos que este, lo que sugiere que los valores utilizados para este promedio
estdn muy dispersos, mientras que el estuche de promega produjo una menor
concentracion (promedio 55,5 pg/ml) y el reactivo Trizol produjo en promedio 83,5
ug/ml de ARN por ml. en cuanto a la pureza (A260/A280) ninguno de los métodos
para cada dilucion, reporto un rango optimo el cual es de 1,7-2,1 (35). Mientras que
la relacion de A260/A230 demostré que las muestras estaban contaminadas con
polisacéaridos, pues su rango optimo es de 1,8-2,2 (35) y los valores encontrados

fueron mas bajos.

Tabla 3. Comparacién de la produccion y calidad del ARN extraido por los tres
métodos para cada una de las diluciones. Por la dilucién

Protocolos Numero de Concentracion A 260/280 A 260/230
células (mil de ARN PromediotSD PromediotSD
m.o /ml) (ng/ml)
promedio+SD
fenol 2400 228+218 1,55+0,10 0,80+0,50
cloroformo
isoamilico 1200 2234314 1,13+0,14 1,10+0,31
300 220+248 1,1440,12 1,13+0,44
Reactivo 2400 95,6+19,4 1,13+£0,12 0,37%0,09
Trizol
invitrogen 1200 81,9+£20 0,77+0,03 0,26+0,08
300 73,219 0,93+0,04 0,27+0,10
Estuche SV 2400 72,3+21 1,28+0,12 0,08+0,01
Total RNA
Isolation 1200 60,6+13 1,13+0,11 0,19+0,13
System 300 33,87 1,09+0,06 0,4+0,11
promega
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Los valores representan los promedios de 4 diferentes extracciones de ARN para
cada una de las diluciones, mostrando la produccién, pureza y grado de
contaminacion por polisacéaridos.

8.5 PURIFICACION DEL ARN TOTAL

Este andlisis demostro que en las muestras extraidas a partir de un numero
aproximado de 1200 y 300 millones de m.o/ml para cada método y resuspendidas en
isopropanol, disminuye la contaminacion de polisacaridos y las lecturas de
absorbancia a A260/A280 tienden al rango 6ptimo de pureza (1,28 acido fenol
cloroformo, 1,45 reactivo Trizol, 1,4 SV total RNA Isolation system) mejorando el
promedio de la lectura anterior. En cuanto a las muestras a partir de un numero
aproximado de 2400 millones de m.o/ml para cada método y resuspendidas tanto en
isopropanol como en formamida reportan en promedio, rangos correspondientes a la
pureza del ARN (1,7 a 2,1) (tabla N° 4); mientras que la contaminacion con
polisacaridos sigue estando presente en estas muestras pero no en tan alta

proporcion.

Tabla 4. Espectrofotometria de la precipitacion de ARN de las bandas visualizadas

Muestras de los  Concentracion A 260/280 A 260/230
tres métodos de ARN (ug/ml)* promedioxSD promedioxSD
promedio+SD
fenol-I 16,4+0,05 0,10+0,01 1,49+0,02
Trizol-I 8+0,14 1,56+0,02 0,79+0,02
SV Total RNA-| 5,5+0,15 1,75+0,02* 1,21+0,02
fenol-F 28,8+0,15 1,24+0,14 1,63+0,02
Trizol-F 25,+0,28 1,94+0,02* 0,68+0,14
SV Total RNA-F 78,4+0,05 1,58+0,02 1,07+0,02

Los datos mostrados representan el promedio de dos muestras de cada uno de los

métodos leidos en el espectrofotometro,* representa la pureza encontrada en las
muestras de ARN; y las letras | y F representan la soluciones en las que estan
resuspendidas dichas muestras (I=isopropanol y F=formamida).
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8.6 VISUALIZACION DEL ARN TOTAL MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GEL
DE AGAROSA

La presencia del ARN extraido se puede observar en la figura 4. Los geles
representan cada uno de los tres métodos utilizados para las extracciones, estos
muestran que las bandas de ARN total resultantes son de un nimero aproximado de

2400 millones (m.o/ml).

Fig. 4 Electroforesis en gel de agarosa al 2%, refleja las bandas de ARN de las
muestras extraidas con el reactivo (A) acido fenol cloroformo, (B) Trizol y con el
estuche (C) SV Total RNA Isolation System. Los carriles 1y 2 de los geles A, By C,
muestran las bandas de ARN obtenido de un nimero aproximado de 2400 millones
m.o/ml. Los carriles 3y 4 de los geles A, B y C, contienen los extractos de ARN a
partir de un nimero aproximado de 1200 m.o/ml y los carriles 5y 6 de los geles A, B
y C contienen los extractos de ARN a partir de un numero aproximado de 300
millones m.o/ml.

8.7 DETERMINACION DE CONTAMINACION DE ADN EN LAS MUESTRAS DE
ARN TOTAL

En la digestion enzimética con RNAsas y DNAsas de las bandas visualizadas en el
gel de agarosa, se comprobé que lo extractos obtenidos efectivamente eran ARN,
debido a que las muestras tratadas con DNAsas se observan en el gel, mientras que
las tratadas con RNAsas no se ven, algunas de las bandas son muy leves en su
intensidad (Fig. 5).
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Fig. 5 Electroforesis en gel de agarosa al 2%, de las muestras de ARN visualizadas
a partir de un namero de 2400 millones (m.o/ml). (A) Acido fenol cloroformo, (B)
Trizol y (C) estuche SV Total RNA Isolation System; (1) muestras de ARN tratadas
con DNAsas; (2) muestras de ARN tratadas con Ribonucleasas.
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9. DISCUSION

Las células fungicas, incluidas las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Candida
albicans, estan rodeadas por una pared celular rigida que varia en grosor y
composicién dependiendo de las condiciones de crecimiento, y que pueden ser una
barrera para la extraccion de los contenidos celulares (39). Diferentes técnicas han
sido utilizadas para extraer los componentes celulares rompiendo la pared de C.
albicans, estos incluyen métodos fisicos, quimicos y enziméticos y la combinacion
de ellos (4). El tratamiento con liticasa puede remover efectivamente la barrera que
es la pared celular y generar sus contenidos intactos (39). Por tal motivo se requiere
una cantidad considerable de células para que esta enzima pueda generar una
amplia ruptura y conseguir mayor liberacién de sus componentes celulares, como lo
revelado en los resultados obtenidos en esta investigacion, que demostraron que la
enzima liticasa es un método eficiente para la remocion de la pared celular de esta
levadura, ademas indica que el nimero aproximado de células para la extraccion de
ARN es de 2400 millones m.o/ml de acuerdo a la escala estandarizada de Mc
Farland (para los tres métodos), esto debido a que a mayor numero de células, mas

células lisadas y por lo tanto mayor liberacion de este acido nucleico.

En los datos obtenidos en la espectrofotometria de los tres métodos para las
diferentes diluciones, se comprobd que en promedio estos extractos no estuvieron
en los rangos 6ptimos de pureza (estimado por la relacion A260/A280) reportando
1,27 para el método acido fenol, 0,94 para el reactivo Trizol y 1,16 para el estuche
de promega, mientras que la literatura sugiere que el rango optimo de pureza
estimada debe de ser de 1,7 a 2,1 (35). Estos datos son diferentes a los reportados
por investigadores tales como: Noor Adila y colaboradores (2007) obtuvieron un
rango de pureza para el método de Trizol de 1,78 para el hongo Cunninghamella
bainieri. Nuyts y colaboradores (2001) (38), quienes trabajando con ARN de
Clostridium obtuvieron para el estuche SV de Promega un rango de pureza de 2,0.
Cury y Koo (2007) quienes trabajando con Streptococcus mutans utilizando el

método del acido fenol, presento un rango de 2,10 de pureza. Vongsavanh
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Phongsisay y colaboradores (2007) (40) quienes para el reactivo Trizol obtuvieron un
rango de pureza de 1,8 del extracto de ARN de Campilobacter jejuni. Estas
anteriores son bacterias que tienen componentes en la pared celular similares pero
no iguales a la de las levaduras, los cuales también generan una limitante para la

obtencién del acido ribonucleico.

Los resultados obtenidos en la relacion A260/A280 para cada una de las diluciones
indican la posibilidad de contaminacion con proteinas y ADN gendmico (35) esto
debido a la falta de tratamientos con DNAsa los cuales no son sugeridos por dos de
los métodos evaluados, como son el casero (fenol cloroformo) y uno comercial
(Trizol) esto ocasiona que la lectura de la pureza no este dentro del rango aceptado.
En cuanto a la concentracion de ARN obtenida, difiere para cada uno de los
métodos, lo que confirma lo sugerido por Greenspoon y colaboradores en el afio
1998, quienes sustentan que el patrén de rendimiento para los protocolos
actualmente disponibles no es homogéneo, pero ademas estos resultados pueden
indicar, la perdida que se genera al someter la muestra a cambios de temperatura y
pueden expresar cierta degradacion debido a las ribonucleasas (RNAsas) aunque se
tomaron ciertas precauciones para evitar esto (tratamiento a todo el material con
agua dietil pirocabonato (DEPC), y cambio de guantes durante todo el procedimiento
(45)); fue dificil debido a que las RNAsas se encuentran haciendo parte de las
particulas de polvo, en el sudor, la saliva, fuera y dentro de las mismas células. Se
sabe que una sola célula puede contener hasta 20 RNAsas diferentes, las cuales
pueden hacer parte de complejos supramoleculares (interacciones entre moléculas)
y funcionar en conjunto con otras enzimas (46), por lo que una de las principales
acciones a tomar después de la ruptura de la pared celular es la inactivacion de
estas enzimas, con inhibidores tales como el agua DEPC.

Los rangos derivados de la relacion A260/A230 gque estima la contaminacion con
polisacaridos fueron en promedio 1,01 (método acido fenol), 0,30 (Trizol) y 0,41

(estuche SV de promega), lo cual nos indica una contaminacion con polisacaridos
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luego de emplear cada uno de estos protocolos, puesto que el rango optimo en esta
relacion es de 1,8-2,2 (35). Los resultados son coherentes, pues la pared celular de
Candida albicans contiene una gran cantidad de estos componentes (3, 4) y no se
les hizo un tratamiento para su eliminacion, esto concuerda con el trabajo realizado
por Cury y Koo, los cuales extrajeron y purificaron ARN de Streptococcus mutans, la
cual es una bacteria con una matriz celular semejante a la de C. albicans, y en sus
resultados, antes de los tratamientos con DNAsas y lavados con alcoholes,

adquirieron este tipo de contaminacion (1,8; 1,1y 0,7 en tal relacion).

En la purificacion del ARN, debido al tratamiento tanto con DNAsas y el lavado con
isopropanol, para todos los extractos, se elimino una gran proporcion de la posible
contaminacion con ADN y/o proteinas de los extractos lo cual produjo una muestra
mMAas apta pero no pura y con menos contaminacion con polisacaridos, estos
resultados son muy similares a los obtenidos por Cury y colaboradores (2007),
guienes después del tratamiento con DNAsas y otros reactivos, lograron mejorar la

calidad de la muestra.

En los resultados de la purificacion del ARN total segun lo sugerido en el protocolo
del reactivo Trizol y por Gurman y colaboradores en el 2008 (47), se pudo
comprobar que debido a el numero de lavados, y por el cambio de temperatura que
se da en la muestra, aumenta la perdida del extracto de este acido nucleico, pues se
obtuvo menos concentracion de ARN en cada uno de los métodos. En cuanto a la
pureza mejoraron los resultados debido a que 2 de las muestras (Trizol-Isopropanol
y SV Total RNA-Formamida) (Tabla 4) tienen un rango muy aproximado a 1,7 y las
muestras que produjeron rangos de pureza al 1,94 fue el reactivo Trizol-F y 1,75 del
estuche SV Total RNA-I. Por lo anterior se puede asegurar que tanto el alcohol
isopropanol como el reactivo formamida son apropiados para purificacion de la
muestra de ARN. Los anteriores datos se encuentran dentro del rango 6ptimo de
pureza (35). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Nuyts y

colaboradores (2001), para el estuche SV de Promega un rango de pureza de 2,0y
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por Vongsavanh Phongsisay y colaboradores (2007) (40) quienes para el reactivo
Trizol obtuvieron un rango de pureza de 1,8.

El método del fenol es el més utilizado, pero se ha disminuido y/6 eliminado su uso
en algunos centros de investigacion, debido a que éste es un reactivo muy téxico y
complejo. Por lo anterior se han venido realizando estudios con el fin de mejorar las
metodologias para extraer el ARN, sin el uso de reactivos toxicos, como lo han
propuesto en el trabajo desarrollado por Rivas y colaboradores en el 2001 (48).
Segun nuestros resultados el método del fenol reporta que en cuanto a la efectividad
en la precipitacion del ARN, la pureza mostrada por este, en la relacion A260/A280
no fue la mas Optima, tanto para las muestras de ARN resuspendida en isopropanol
(pureza promedio 0.10), como para las resuspendida en formamida (pureza 1.24),
estos resultados son similares a los presentados por Nuyts y colaboradores que
encontraron que su muestra no presentaba pureza (1.4); lo anterior es diferente a lo
reportado en trabajos como los presentados por autores como Cury y Koo (pureza

2,10) para tal método.

El principio basico de la electroforesis consiste en la migracion de las moléculas a
través de un gel u otro tipo de matriz de naturaleza porosa, en el cual, por accion de
un campo eléctrico, seran separadas de acuerdo a su tamafio o peso molecular (49).
la electroforesis horizontal fue utilizada para la visualizacion del ARN, pues es con la
gue generalmente se trabajan los acidos nucleicos, con esta se demostrd que esta
biomolecula estaba presente, pero no se pudo correr esta muestra con marcador de
peso molecular debido a que al hacerlo el ARN se degradaba al dejar que la muestra
bajara tanto como debia de descender este marcador y en nuestra metodologia solo
se necesitaba la obtencién de la banda para aceptar la presencia del acido nucleico
total, esto también puede deberse a que el buffer no estaba tratado con agua libre
de RNAsas (DEPC) por lo que se cree que fueron estas las que lo degradaban, cabe
anotar que se realizaron ensayos con agarosa Yy buffer que contenian formaldehido

(utilizado en la mayoria de nuestros antecedentes), un reactivo que le confiere
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proteccion al ARN contra las enzimas, pero no se pudo establecer esta metodologia
para este trabajo, pues los geles quedaban demasiado brillantes aun cuando se
bajaba el volumen de bromuro de etidio que se le afiadia por lo que la muestra no se

veia.

Por lo anterior, se realizo un ensayo para eliminar una posible contaminacién con
ADN en los extractos y comprobar de esta manera que se trataba del acido
ribonucleico, las muestras se trataron con RNAsas y las mismas muestras pero en
otros tubos con DNAsas, al visualizarlas de nuevo en el gel se mostro, que las
tratadas con DNAsas se encontraron presentes y las que se trataron con
ribonucleasas no se visualizaron; esto coincide con los resultados del trabajo de
Nuyts y colaboradores en el que ellos transfirieron por vacio las bandas presentes, a
una membrana y realizaron un slot blot, en el cual se dio un tratamiento con RNAsas
mostrando la presencia de banda en las muestras no tratadas y la no visualizacion
en las muestras tratadas con tales enzimas, por lo cual se acepto la presencia del
extracto de ARN.
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10. CONCLUSIONES

Para la obtencién del ARN presente en la levadura Candida albicans se necesita de
aproximadamente 2400 millones de microorganismos por ml, lo anterior en base a la
tabla referencia Mc Farland; pues en las extracciones que se llevaron a cabo se
produjo banda en el gel y fueron en las que se obtuvo una rango de pureza dentro

de lo 6ptimo con dicho numero de células levaduriformes.

El método con el cual se obtuvo mayor pureza y concentracion es el reactivo Trizol
pureza de 1,94, (aunque su rendimiento no fue el mas optimo), resuspendida en
formamida aunque el estuche SV Total RNA Isolation System promega también se
obtuvo una buena pureza y concentracién (1.75 A260/A280) resuspendida en

isopropanol.

El éxito del aislamiento de ARN intacto requiere 4 pasos esenciales: una efectiva
disrupciéon de células y tejido, denaturacion de complejos nucleoproteicos,
inactivacion de la actividad de las ribonucleasas (RNAsas) enddégenas y remocién de

contaminacion por ADN y proteinas.
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11. RECOMEDACIONES

Incubar con DNAsa durante la extraccion de ARN para eliminar los residuos de ADN

todavia presentes. Cambiar de guantes durante el procesamiento

Todo material que entre en contacto con la muestra debe de estar libre de RNAsas y
completamente esterilizado, tratados con DEPC (dietil pirocarbonato). Tener en

cuenta la contaminacién corporal (saliva y sudor).

Aplicarle a las muestras métodos para la remocién de los polisacéridos de la pared
celular, los cuales también dificultan la extraccion del acido ribonucleico de buena

calidad.

Realizar varios lavados con alcoholes después de tener el extracto de ARN para
precipitar aun mas las contaminaciones con ADN y proteinas, aunque con esto es

posible perder parte del producto.
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