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Introduccion:

La enzima S5a-reductasa (SRD5A) es fundamental en el proceso de catabolismo de
androgenos. Cataliza principalmente la reduccion irreversible del doble enlace de la posicion
A*en los 3-cetosteroides. En humanos, se ha demostrado la existencia de tres isotipos de esta
enzima que se conocen como de tipo 1, 2 y 3: Esta enzima se ha asociado con diversas
patologias como la hiperplasia prostatica benigna, el cancer de la prostata, la alopecia
androgénica, los ovarios poliquisticos y el acné. Debido a que la SRD5A es una enzima
localizada en la fraccion membranal, su forma activa no ha podido ser cristalizada. Solamente
en 2020, Xiao y col. lograron estabilizar y cristalizar la de tipo 2 en presencia del inhibidor
finasterida.

Dado que la concentracion de esta enzima es baja en los tejidos androgeno-dependientes, se
ha tratado de buscar otra fuente de sintesis mas abundante. En este sentido se ha reportado
que el hongo filamentoso Penicillium crustosum expresa la actividad de esta enzima. Sin
embargo, los procesos de obtencion de proteinas intracelulares en hongos son complejos,
debido a diversos factores, entre los que se encuentran la estructura y resistencia de su pared
celular. Por esta razén, los métodos de lisis son esenciales para la extraccion de proteinas. La
homogenizacion, es un método mecanico con alta tasa de rendimiento y facilmente escalable,
en el que mejorar las condiciones de homogenizacion con el uso de tampones, maximiza la
cantidad de proteinas que se puede extraer, ademas de aumentar la calidad de éstas y
salvaguardar su estructura. En este proyecto se busca desarrollar un método de lisis celular
evaluando diferentes técnicas mecanicas de homogenizacion asistidas con un tampon que
contenga lubrol como detergente, ademas de realizar cultivos con diferentes tratamientos de
androgenos con el fin de inducir la produccion de la enzima SRD5SA. Con estas pruebas, se

busca estandarizar el proceso y generar un protocolo para el método a mayor escala.

Planteamiento del problema y justificacion:

La enzima SRDS5A es clave en el metabolismo de andrégenos, cataliza la conversion de
testosterona (T) en dihidrotestosterona (DHT) molécula mas activa y relevante en procesos
biologicos como la maduracion de caracteres sexuales externos en la etapa prenatal

(Barbonetti et al., 2020). Diversas patologias estan relacionadas con su expresion anormal,



en el feto la concentracion baja de DHT conduce a un desarrollo deficiente de los genitales
externos (Kumar & Barboza-Meca, 2022); En hombres de edad adulta se relaciona con la
hiperplasia prostatica benigna, que tiene una prevalencia de mas de 210 millones de hombres
a nivel mundial (Lokeshwar et al., 2019). Desarrollar inhibidores para esta enzima ha sido
un reto para los investigadores en el mundo debido a que la estructura cristalina de todos los
isotipos no ha sido descrita.

En eucariotas la enzima SRD5A se expresa como una proteina de membrana, factor que ha
sido limitante para conocer su estructura y mecanismos moleculares exactos. Actualmente
solo se ha descrito la estructura cristalina del isotipo 2 unida al farmaco finasterida (Xiao et
al., 2020).

Penicilliun es un género de hongos ascomicetos ampliamente utilizados para procesos
biotecnoldgicos (Mehmannavaz & Nickavar, 2022). Aunque la extraccion de proteinas de
alto peso molecular a partir de hongos filamentosos resulta complicada debido a factores
como la presencia de pared celular rigida de quitina o la concentracién de proteasas
endogenas, los métodos de disrupcion y condiciones de lisis adecuadas favorecen la
concentracion de proteina obtenida (Krishnaswamy et al., 2018).

Penicilliun crustosum expresa a la enzima SRD5SA (Cabeza et al., 2001) por lo que se busca
desarrollar y optimizar un método de extraccion de esta enzima, como primer paso para una
consecuente cristalizacion que seria de utilidad en la investigacion de su estructura ademas
de abrir nuevas vias en aplicaciones biotecnologicas para el tratamiento de enfermedades

relacionadas con su disfuncion.



Objetivo general:

Optimizar el proceso de lisis celular para la extraccion de la enzima Sa-reductasa a partir de

la especie Penicillium crustosum.
Objetivos especificos:

1. Optimizar las condiciones de cultivo de Penicillium crustosum para la expresion de
proteinas.

2. Comparar y determinar el método mecanico o las combinaciones que lleven a cabo
el proceso de ruptura de la pared celular de P Crustosum, utilizando como parametro
la concentracion de proteinas extraidas cuantificadas por el método de Bradford.

3. Determinar la combinacioén de disruptores quimicos que provocan la ruptura de la
membrana celular de P. crustosum.

4. Inducir la actividad anabolica de P crustosum y la produccion de la enzima So-
reductasa realizando cultivos con diferentes tratamientos de andrégenos.

5. Identificar la presencia de la enzima Sa-reductasa en el extracto de proteinas obtenido

por la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).



Antecedentes:

Enzimas:

Las enzimas son catalizadores bioldgicos de reacciones quimicas (Bourlieu et al., 2020).
Estéan constituidas de unidades basicas de aminoacidos en un arreglo tridimensional complejo
que genera surcos con secuencias especificas, denominados sitios activos, donde ocurre la
reaccion (Kennelly et al., 2022). El modelo de ajuste inducido es el mas aceptado actualmente
para describir su funcionamiento. Una enzima puede actuar sobre un grupo pequefio de

sustratos con caracteristicas quimicas similares (Diaz et al., 2019).

Sa-reductasa

La SRDS5A es una enzima involucrada en el metabolismo de androgenos, cataliza la reaccion
de conversion de la testosterona (T) en dihidrotestosterona (DHT) (Chislett et al., 2023). Los
androgenos tienen un papel importante en el desarrollo del individuo; estan involucrados en
el desarrollo y mantenimiento de los caracteres sexuales masculinos, la espermatogénesis, el
aumento las sintesis de proteinas y ademas previenen su degradacion (Barrett ef al., 2020).
La T se libera de los testiculos a la sangre y su produccion esta regulada por el eje hipotalamo-
hipofisis-testiculos. (Barrett ef al., 2020). La T y DHT se unen al mismo receptor de
andrégenos (AR). Sin embargo, el complejo DHT-AR es mas estable que el formado por T-
AR y presenta una afinidad mayor a los complejos de transcripcion de ADN. La
transformacion de T a DHT es una amplificacion de sefiales en tejidos especificos en donde

la SRD5A se expresa en altas concentraciones (Nassar & Leslie, 2023).

Las SRD5As son oxidorreductasas dependientes de NADPH. Esta coenzima dona el grupo
H para reducir la doble ligadura del anillo A del esqueleto de la testosterona. Existen tres
isotipos diferentes de la Sa-reductasa (SRD5A1-3). SRD5A1 y 2 participan en la conversion
de T a DHT (Xiao et al., 2020) (Escamilla-Cruz et al., 2023). Mientras que el isotipo 3 se

relaciona con la glicosilacion de N-proteinas, (Kentache et al., 2024).

La SRD5AT1 se encuentra en las células de la piel de todo el cuerpo y es el isotipo dominante

en el cuero cabelludo. SRD5A?2 est4 presente en la piel de los genitales, en el estroma de la



prostata y el higado (Chislett ef al., 2023). Los tres isotipos de Sa-reductasa en células se

encuentran en la membrana del reticulo endoplasmatico (Han et al., 2021).

La estructura de la SRD5A ha sido estudiada con diferentes estrategias. Han et al. (2021)
utilizaron el homodlogo PbSRDS5A expresado en P. bacterium y lo adecuaron al modelo
homodlogo HsSRD5A2, mientras Xiao et al. (2020) expresaron la SRD5A2 humana en
presencia de finasterida en células Sf9 de insecto. La estructura tridimensional de la SRD5A
evidenciada por ambos grupos, mostrd 7 fragmentos transmembranales con los extremos N
en el lado periplasmico de la membrana plasmatica y los extremos C en el lado citosolico

(figura 1).
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Figura 1: 1 Estructura de SRD5A2 (Xiao ef al. 2020) y 2 HRDSA (Han et al. 2021) 3: reaccion de T a DHT



Patologias relacionadas:

La deficiencia de la SRD5A2 es un trastorno ocasionado por una mutacion en el gen SRD5A2
en el brazo corto del cromosoma 2. Los nifios con esta deficiencia tendran una produccion
reducida de DHT durante el desarrollo fetal, lo que conduce a un desarrollo genital externo

defectuoso (Kumar & Barboza-Meca, 2022; Aaron et al., 2016).

La hiperplasia prostatica benigna (HPB) es una enfermedad con una alta tasa de prevalencia
en hombres mayores de 50 afnos. Es un crecimiento excesivo no maligno del tejido prostatico
(Launer et al., 2020). La DHT se une a los receptores androgénicos en el interior de las células
de la prostata aumentando la transcripcion de proteinas ocasionando el aumento en la
proliferacion celular (Joseph ef al., 2022). Los farmacos inhibidores de la SRDSA han sido
utilizados eficientemente para aliviar esta condicion; los dos inicos aprobados por la Food
and Drug Administration (FDA) son la finasterida que se une con alta afinidad a la SRD5A2

y dutasterida que se une indistintamente a los isotipos SRD5A1 y 2.

Penicillium crustosum.

Esta especie, pertenece al grupo de hongos filamentosos; habitualmente se encuentra en los
productos lacteos como el queso, en gran variedad de cereales, nueces, tortilla mexicana, en
frutos como la nectarina y los citricos. Este hongo es el causante de la enfermedad del moho
azul de las frutas (Duduk et al., 2021).

P. crustosum tiene la capacidad de catalizar la conversion de T a DHT por la presencia de la

enzima SRD5A (Cabeza et al., 2001).

Caracteristicas morfolodgicas de Penicillium crustosum: Pitt y Hocking (2009) describen las
colonias en medio Czapek de 30 a 40 mm de didmetro planas o un con un surco pequeio
radialmente, con textura aterciopelada y granular; la superficie de aspecto polvoriento,
micelio de color blanco con produccion de conidios alta, con color verde opaco, ligeramente

mas gris en ocasiones.



Figura 2. P. crustosum cultivado en medio Czapek A. B en medio con extracto de malta C en medio de
cultivo con extracto de levadura (Pitt y Hocking., 2009).

En el medio Czapek presentan, como caracteristicas distintivas, margenes azules verdosos.

Cuando maduran, los conidios son de tonos mas cercanos a verde grisaceo (Fig. 2 A).

Cuando se cultivan en medio con extracto de malta (Fig. 2 B), la produccion de conidios es
alta después de 7 a 10 dias; cuando se agita la caja Petri donde estan cultivados, se desprenden
facilmente estos conidios. Las condiciones 6ptimas de crecimiento son a temperaturas cerca

de los 25 °C y pH en un rango de 4.5 hasta 9.
Métodos de disrupcion celular

La biotransformacién microbiana ha sido utilizada ampliamente en diferentes industrias
como la farmacéutica o la alimentaria. Muchos productos comerciales como hormonas, o
enzimas son ejemplos de esto (Katsimpouras & Stephanopoulos, 2021; Newman & Cragg,
2020). Los metabolitos que se originan en los procesos extracelulares son los preferidos ya
que los pasos consecuentes como la purificacion, son mas sencillos y con costos
relativamente bajos. Los procesos que involucran moléculas intracelulares ya sea libres en el
citoplasma o embebidas en la pared celular o en algin otro organelo, son mas complicados
de realizar (Krishnaswamy et al., 2018). La disrupcion celular es un paso crucial en estos
ultimos procesos. Existen diferentes métodos de lisis celular; la eleccion del mas acertado va
a depender de la estructura de la pared celular de cada organismo, asi como de la ubicacién

del metabolito (Gomes et al., 2020).

Los métodos de disrupcion celular se pueden clasificar como: métodos mecanicos y no

mecanicos:



Métodos no mecanicos: Suelen ser suaves con las células; se basan en principios quimicos,
fisicos o enzimaticos. Estos métodos no mecdnicos, son mdas especificos y selectos,
comparados con los mecanicos (Gomes et al., 2020). Actiian permeabilizando las membranas
celulares permitiendo el paso de metabolitos de bajo peso molecular. Estos procesos
requieren de baja energia como la desecacion, el choque osmotico, y los cambios bruscos de

temperatura (congelacion- descongelacion) entre otros (O’ Brien et al., 2022).

Métodos mecanicos: Los métodos mecanicos estan enfocados en la destruccion de la pared
y de los componentes que le otorgan resistencia. Son mas indiscriminados que los no
mecanicos, pero eficientes para extraer metabolitos de alto peso molecular. Debido a su facil
escalamiento, suelen ser mas utilizados en la industria; sin embargo, tienen como desventajas
la liberacion total del contenido citoplasmatico y la formacion de residuos celulares
inconvenientes para los procesos de purificacion. Entre los métodos mecanicos estan la
homogeneizacién a alta presion o ultrasonicacion (Saini et al., 2021).

La ruptura de la pared celular difiere en organismos procariotas o eucariotas. La extraccion
de proteinas fungicas intracelulares no es facil.

La estructura de la pared celular de los hongos consiste en diferentes concentraciones de
manoproteinas, B1,6-glucanos, B1,3-glucanos y como componente principal la quitina. La
quitina es dificil de lisar debido a sus propiedades fisicoquimicas, estd conformada por
mondmeros de N-acetil glucosaminada (figura 3) unidos por enlaces -1,4 de igual manera
que la celulosa, sin embargo, en lugar de presentar un grupo hidroxilo como los mondémeros
en la celulosa tiene grupos acetilamina que le dan la capacidad de generar mayor cantidad de
puentes de hidrégeno con mondmeros subyacentes otorgandole mayor resistencia (Pandey et

al., 2019).
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Figura 3: Estructura de la quitina (Pandey et al., 2019).




Para la ruptura de la pared celular y la obtencion de proteinas intracelulares en hongos
filamentosos y/o levaduras se han utilizado una gran cantidad de métodos. La molienda en
nitrogeno liquido ha sido utilizada ampliamente. Sin embargo, tiene sus deficiencias cuando
la concentracion de proteina es baja (Lakshman et al., 2008).

El método de homogeneizacion también es, de los més utilizados. Este método se basa en la
aplicacion de fuerzas de alta presion que provocan el colapso de las paredes celulares. Para
su procedimiento se utiliza un equipo de presurizacion de alta presion en donde la suspension
celular se presuriza y después es forzada a pasar a través de una abertura pequefia donde se
libera la presion rapidamente generando impacto y esfuerzo de corte que ocasionan la
disrupcion de las células (Mayta-Hancco et al., 2020). Tiene como ventaja un escalado
sencillo. Sin embargo, durante este proceso se genera calor, lo que pude desnaturalizar a las
proteinas labiles (Gomes et al., 2020).

En los métodos de homogenizacidn, las condiciones de lisis son un factor para considerar, ya
que con las condiciones adecuadas se obtienen concentraciones mayores de proteinas y de
mayor calidad (Krishnaswamy et al., 2018). Ademas de ayudar a la lisis celular, los tampones

estabilizan, previenen y minimizan la desnaturalizacion de las proteinas.
Materiales y métodos:

El proyecto se realizd en el laboratorio de Hormonas G-006 ubicado en la Universidad
Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco (Calz. del Hueso 1100, Coapa, Villa Quietud,
Coyoacan, 04960 Ciudad de México, CDMX).

1. Inoculacion de Penicillium crustosum

1.1.Cultivo de P. Crustosum en medio papa dextrosa

1.1.1 Cultivo en agar

Los cultivos de P. crustosum se realizaros a partir de dos cepas donadas por la Dra. Maria
Cristina Julia Pérez Reyes de la Facultad de Ciencias de la UNAM. Estas cepas se obtuvieron

a partir de dos fuentes orgéanicas diferentes: maiz y citricos.



El agar se prepara siguiendo las indicaciones del reactivo comercial, pesando la cantidad
necesaria, diluyendo en 100 mL de agua destilada y esterilizando el medio, durante 15
minutos en autoclave. Posteriormente se vierte la cantidad necesaria en una caja estéril de
Petri y se espera a que solidifique. Cuando el medio ya es solido se inocula el germen,
utilizando un asa bacteriolédgica, incluyendo una muestra del cultivo stock en la placa de agar.
Con el asa de muestra, se realiza un estriado en la superficie de la caja Petri. Todo este
procedimiento se realiza en una campana de flujo laminar. El cultivo se mantiene por 9 dias
en incubacion a temperatura ambiente con ausencia de luz y se revisa periodicamente el

crecimiento.
1.1.2 Conteo de esporas

Se toma una muestra de P. Crustosum de la caja Petri y se agrega a una solucion estéril de
sacarosa al 60%, se agita suavemente y se deja reposar por 15 minutos. Pasado este tiempo
se centrifuga a 3200 RPM durante tres minutos, retirando el sobrenadante y resuspendiendo
el pellet con agua destilada. Este procedimiento se realiza tres veces mas. El ultimo lavado
se realiza con una solucion estéril de Tween 80 al 0.1% con el objetivo de obtener una
suspension de esporas homogénea. El Tween 80 rompe la tension superficial de las esporas,
separandolas individualmente permitiendo un conteo mas preciso (Lemus et al., 2008). El
ultimo paso es centrifugar y retirar nuevamente el sobrenadante. El pellet se resuspende en 1

mL de agua destilada.

El conteo de esporas se realiza en una camara de Neubauer, tomando 10 uLL de muestra del
sobrenadante obtenido como se indico en el parrafo anterior. Como criterios para el conteo
se tomaron en cuenta los recuadros grandes extremos de la cdmara, contando las esporas que
tocan los limites derechos y superiores de los mismos. El conteo se realiza por duplicado y

se calcula la cantidad de esporas de acuerdo con la siguiente formula:

Numero de esporas contadas x 20 (factor de dilucién)

numero de esporas = volumen (0.4 mL3)



1.2. Cultivo de esporas de P. Crustosum en medio papa dextrosa

1.2.1 Preparacion del medio de cultivo de papa/dextrosa

Para preparar un litro de medio de papa/dextrosa, se pesaron y cortaron 600 g de papa y se
introdujeron en un litro de agua destilada. Se dejé hervir la mezcla por 20 minutos, se filtro
y al filtrado se le agregaron 20 g de sacarosa. Posteriormente esta solucién se completd con
agua CBP un litro y se ajustd el pH a 8 con NaOH 1 M. La mezcla se esteriliz6 utilizando

calor hiimedo.
1.2.2 Desarrollo de cultivos

Se hicieron cultivos preliminares de P. crustosum en la misma forma descrita arriba, pero sin
agregar androgenos al medio, con la finalidad de probar los métodos de disrupcion mecénica.
Para esto se inocularon 3,000,000 de esporas en 10 mL de medio de cultivo de papa/dextrosa.
Todo el procedimiento se realizd en condiciones estériles, en la campana de flujo laminar.

La incubacion se mantuvo a temperatura ambiente con ausencia de luz durante 5 dias.

1.3. Incubacion de esporas de P crustosum en presencia de diferentes esteroides

Se inocularon 300,000 esporas en matraces conteniendo un mL de medio de papa/dextrosa.
Después de 24 horas, se agregaron a cada matraz, los tratamientos indicados en la Tabla 1.
Los matraces se incubaron en ausencia de luz y a temperatura ambiente durante 5 dias. El

procedimiento se realizo por triplicado.



Tabla 1. Tratamientos aplicados a los cultivos conteniendo 300,000 esporas de P.

Crustosum
Volumen
de
Tratamiento . | Esteroide | DMSO NADPH DTT Medio
g [nM] 05% | 2| [mM] | [mM] papa
O
fr s dextrosa
2 o (mL)
S ©
Control 1 g - - g 0.5 1 3
Control 2 = - 0.5 S 05 1 3
Ll
Testosterona S| 1429 0.5 0.5 1 3
Dutasterida 142.9 0.5 0.5 1 3
Androstenediona 142.9 0.5 0.5 1 3

* CFL: campana de flujo laminar.

Disrupcion de la pared celular

Al final de la incubacion, los micelios en etapa madura se separaron del medio de cultivo y
se secaron en papel absorbente por 20 minutos. Se pesaron en la balanza analitica y se
sometieron a disrupcion celular, siguiendo las metodologias propuestas por Krishnaswamy

et al. (2018) y Bridge et al. (2004) con ligeras modificaciones.

Brevemente, los micelios se sometieron a diferentes métodos de homogeneizacion en

presencia de una solucion de tampon de lisis celular cuya composicion se describe en la Tabla
2.

Tabla 2: Composicion de la solucion tampon de lisis.

Para 100 mL. | Concentracion
Tris 0.25 mM
Glicina 1.92 mM
Lubrol 0.4%
MgCl, 20 mM
PMSF 1 mM
DDT 1 mM

Tris: trishidroximetilaminometano,
PMSEF: fluoruro de fenilmetanosulfonilo
DTT: ditiotreitol



Métodos de Homogeneizacion

1.1.3 Homogenizacion manual
El micelio se homogeneiz6 utilizando un aparato Potter- Elvehem en presencia de 2 mL del
tampon descrito en la Tabla 2 por 60 segundos 3X. Las muestras se mantuvieron en un bafio
de hielo para evitar la accion de las proteasas. Con la finalidad de producir un rompimiento

de la membrana del micelio, el homogeneizado se dejo en el bafio de hielo por 60 minutos.

1.1.4 Homogenizacién manual con ciclos térmicos
La masa del micelio se congeld a -72 °C durante 24 h y se descongel6 lentamente. A las 24
horas, se repiti6 la misma operacion por 24 horas mas para terminar un ciclo. Se repitieron
cuatro ciclos de esta manera para mas tarde homogenizar, utilizando el homogeneizador
Potter Elvehem como se describid en el parrafo anterior y en presencia de tampon de lisis.

Las muestras se mantuvieron en agitacion suave y constante durante una hora.

1.1.5 Homogenizacién con ultra sonicacioén
La masa del micelio se suspendi6 en buffer de lisis frio. Se utilizé un Ultrasonicador (Sonic
VCX-750) para homogeneizar la mezcla, con los siguientes parametros eléctricos: 40 kHz de
frecuencia con ciclos de 10 segundos y 20 segundos de descanso con una amplitud de la A

del 60% y un tiempo total de 5 minutos.

1.1.6 Homogenizacion con Ultraturrax.
La masa del micelio se congelo a -72 °C por 24 horas para endurecerlo. El congelado se
macerd en un mortero para posteriormente volver a congelar el polvo de micelio seco.
Pasadas 24 h, se agregd 1 mL de tampon de lisis y se homogeneizo utilizando el Ultraturrax
(BIOSPEC modelo: 985-370), durante tres ciclos de 1 minuto cada uno con descanso de 5
minutos entre cada ciclo. Por ultimo, las muestras se mantuvieron a una temperatura y

agitacion constante por una hora.



1.1.7 Homogenizacioén con Ultraturrrax en presencia de glicerol.
Con la finalidad de mantener el nivel de proteina en la muestra se agregé glicerol al 10% en
el tampon de lisis. El glicerol actia como crioprotector, protegiendo a las células de dafio por
la formacion de cristales de hielo, en el momento de la congelacion (Solomon ef al., 2015).
La homogeneizacion en presencia de este tampoén se realizd utilizando el mismo

procedimiento que se describid en el parrafo anterior.

2.1. Separacion y cuantificacion de proteinas

Con la finalidad de obtener la fraccion membranal del micelio, la mezcla obtenida después
de la homogeneizacion se centrifugd a 3200 rpm durante una hora. El sobrenadante se separ6
del pellet y éste se resuspendié en un mL del tampén de lisis y ambas fracciones se
mantuvieron a -72° C hasta su uso.

Se cuantifico la concentracion de proteinas presentes en las fracciones obtenidas (pellet y

sobrenadante) utilizando el método espectrofotométrico descrito por Bradford (Costa, 2023).

Identificacion de la enzima SRD5A1 por electroforesis en gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE).

2.1. Preparacion de la muestra para electroforesis

Se tomaron 600 pL de proteina de la fraccion del pellet solubilizado que se diluyeron con la
misma cantidad de tampon A (Tabla 4) después se llevaron a ebullicion hasta obtener un

volumen de 15 pL de volumen total aproximadamente.

Tabla 3: Composicion del tampon A

Reactivo Volumen
(mL)
H>O 3.8
0.5 M de Tris- HC]1 pH=6.8 1
Glicerol 0.8
SDS al 10% 1.6
2- mercaptoetanol 0.4
Azul de bromofenol 0.4




2.2. Preparacion del gel de electroforesis
El gel de electroforesis se prepard a una concentracion de 20% como se indica en la Tabla 5

Tabla 4: Componentes de los geles concentradores de muestra y de elucion

Gel de elucion al 20% Gel concentrador al 4%

H,O 1 mL H,O 3mL

Acrilamida al 30% 3.35 mL | Acrilamida al 30% 0.65 mL

1.5Mde Tris HCIpH 8.8 | 1.25mL | 0.5Mde Tris HCIpH | 1.25 mL
6.8

SDS al 10% 50 uL SDS al 10% 50 uL

APS al 10% 50 uL APS al 10% 50 uL

TEMED 5ulL TEMED 5uL

SDS= duodecilsulfato de sodio, TEMED= tetrametiletilenodiamina, APS= persulfato de
amonio

2.3.Electroforesis

Para desarrollar la electroforesis dentro de la camara, se utilizd6 un tampon que se preparod
como indica la Tabla 6. Se emple6, ademas, un marcador de peso molecular (Bio- Helix®,
distribuido por CRISOL, CDMX) en el primer carril del gel de electroforesis. En el segundo
carril, un control que consistié en 20 ug de proteina de la fraccion membranal de prostata de
hamster. En los carriles subsiguientes, se colocaron las muestras experimentales y la
electroforesis se desarrolld por 18 horas en las siguientes condiciones eléctricas: 60 V, 15
mAy4W.

Pasado el tiempo el gel se reveld con una solucion de azul de Comassie R-250 (BioRad,
distribuido por El Crisol, CDMX) con agitacidon suave a temperatura ambiente por tres horas.
El gel se destifid después con una solucién decolorante (Agua, Metanol y Acido acético=
50:40:10), hasta eliminar el excedente de color y luego se transfiriéo a agua destilada. La

SRDS5AL se identificod por su peso molecular (26 y 27 kD) comparado con los estandares.



Tabla 5: composicion del tampon de corrida

Tampon de corrida pH 8.3

Tris base 303 ¢

Glicina 144 g

SDS 10g

2- mercaptoetanol 0.4 mL

Agua desionizada CBP 1000 mL

Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando en Paquete Estadistico JMP Pro. Se emple6 la prueba
unidireccional de ANOVA, con el calculo de la desviacion estandar. Ademas, se contrastaron
los valores de la media con la prueba post-hoc de Dunnett y se consideraron como
estadisticamente significativos los valores de P<0.05.

Se utilizo el Paquete de Excel para construir los graficos que se presentan en las Figuras.



Resultados y Discusion

1. Cultivos

El crecimiento del hongo filamentoso, Penicillium crustosum de dos fuentes de origen
diferente se muestra en las fotografias de la Figura 4.

El hongo que creci6 mas répidamente fue el proveniente del maiz, mientras que el
proveniente de los citricos mostro una apariencia mas aterciopelada. Dados estos resultados

se encogio el micelio procedente del maiz.

Figura 4: P. crustosum procedentes de maiz y de citricos, cultivados en placas de papa/dextrosa/agar.

Después de 9 dias de cultivo en la placa de papa/dextrosa/agar, el numero de esporas
cuantificadas por el método descrito en el capitulo de Métodos fue en promedio de 2,700,000

esporas/mL. La Figura 5 muestra la camara de Neubauer con las esporas.

Figura 5: esporas de P. Crustosum visto en el microscopio en la camara de Neubauer, 1: aumento 10x
y 2: aumento 40x



Estos resultados indican que en 9 dias se obtienen suficientes esporas para continuar los

experimentos, manteniendo el nimero de esporas constante.

2. Métodos mecanicos de lisis de micelio de P. Crustosum

El peso promedio (n=3) de los micelios obtenidos después de 5 dias de cultivo en caldo de
papa/dextrosa antes de la lisis celular fue de 1.88+0.13 g. La variacion minima en la muestra
(tamano de la DE) reafirma que crecié el mismo nimero de esporas en cada matraz, lo que
es un indicador de buena técnica de andlisis.

Controlar la cantidad de esporas inoculadas en cada matraz garantiza el crecimiento
homogéneo de todos los micelios por lo que no hay diferencia estadisticamente significativa
entre los pesos de los diferentes cultivos que se realizaron (Sardella et al., 2018).

La concentracion de proteinas tanto en el micelio como en el sobrenadante, obtenida por los
diferentes métodos de lisis se muestran en la Figura 6.

Figura 6: Concentracion de proteina (Promedio) de P crustosum extraida
por diferentes metodos de lisis
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Figura 6. concentracion de proteina obtenida por los diferentes métodos mecénicos de lisis

El método de lisis consistente en congelacion/ lisis mecéanica (Ultraturrax), resultod ser el
método que proporciond una mayor concentracion de proteina/mg de micelio tanto en el

sobrenadante como en el pellet, ver Figura 7.
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Figura 7. Concentracion de proteina por mg de micelio obtenida por diferentes métodos de lisis mecanicos

La lisis de hongos filamentosos es un desafio por muchos factores entre los cuales esta la
resistencia estructural de su pared celular (Krishnaswamy et al., 2018). El Ultraturrax rompe
el tejido fungico aplicando la fuerza de cizalla, fuerza mecanica que debilita y condiciona la
integridad de la pared celular (Karpinski ef al., 2022. El método ha sido ampliamente
utilizado por diversos autores como Islam et al (2017) quien ademas combina el
homogeneizador de tejido con detergentes como CHAPS para la disrupcion de células
animales, permitiendo la obtencion de proteinas tanto citoplasmaticas como de membrana.
Otros métodos mas convencionales para la lisis de levaduras y hongos filamentosos son el
homogeneizador de alta presion y el molino de bolas en presencia de proteasas (Pérez De
Mora et al. 2012). Por este método se obtienen enzimas fingicas con actividad biologica. Sin
embargo, es poco efectivo en presencia de micelios de bajo peso y por el riesgo de lisis
celular, por lo que no se utiliz6 en este experimento.

El proceso de extraccién comienza con la obtencion de polvo seco de micelio, a través de la
maceracion manual de la biomasa congelada en el mortero (Pang & Barrientos, 2023). Esta

etapa tiene como objetivo debilitar la pared celular, facilitando el posterior paso de lisis. La



congelacion no tiene un efecto significativo en la actividad enzimatica y el glicerol presente
en el tampon de lisis contribuye a preservar la conformaciéon estructural de las proteinas
(Pérez De Mora et al., 2012). Esta estrategia que combina congelaciéon con un buffer que
contiene glicerol, demostrd ser en este experimento, una alternativa eficaz, ya que permitio
obtener una cantidad significativa de proteinas comparado con otras metodologias publicadas
anteriormente. La maceracion con nitrogeno liquido y la liofilizacion (Krishnaswamy et al.
2018) también permite la obtencion de polvo de micelio seco para mas tarde solubilizar la
pared y obtener enzimas funcionales (Bhadauria and Peng, 2010). Sin embargo, estos
métodos requieren de mucha masa de micelio para ser ventajosas por su alto costo. En
contraste, el uso de la congelacion mas la homogenizacién con método mecénico y el tampon
de lisis conteniendo lubrol como detergente, resulta econdmica, accesible y eficaz,
especialmente en muestras pequeias, menores a un gramo, como lo muestra la Figura 8. En
esta figura se observa que cuando se agrega glicerol se obtiene una mayor cantidad de
proteina a partir del micelio de P. crustosum.

El método de ciclos de congelacion / descongelacion fue menos eficiente para la obtencion
de proteinas (Figuras 6 y 7) que el de congelacion en presencia de glicerol y homogeneizacion
con Ultraturrax. Aunque diversos autores han reportado que los ciclos térmicos pueden
debilitar la estructura celular de los micelios (Lippi ef al., 2011), debido a la formacion de
cristales de hielo que se intercalan entre la membrana y la pared celular, durante la
congelacion, en el laboratorio, no se logrd obtener una cantidad considerable de proteinas
por este método (Figura 7). Su baja eficiencia, podria atribuirse a que los ciclos son altamente
agresivos con la conformacion tridimensional de las proteinas, lo que podria causar su
desnaturalizacion (Harju et al., 2004). Aunque en este protocolo no se evalu6 directamente
la actividad enzimatica, salvaguardar la funcionalidad biologica de las enzimas es un objetivo
clave en este experimento. De hecho, autores como Danaeifar et al. (2022) destacan que
incluso con el uso de criopreservadores la congelacion/descongelacion, no es el método
preferido para la extraccion de enzimas funcionales.

En comparacion con los otros métodos, la Ultrasonicacion fue el menos eficiente para la
extraccion de proteinas (figura 6 y 7). Este resultado difiere del obtenido por Wang et al.
(2015) en levaduras, ya que, en este hongo unicelular, la técnica resulta muy eficiente. Es

importante sefalar que la Ultrasonicacion se utiliza cominmente en ensayos donde no se



busca salvaguardar la configuracion de las proteinas, como en la extraccion de material
genético o en la obtencion de proteinas desnaturalizadas con fines de andlisis protedmicos
(Danaeifar, 2022). Por esta razon, los ensayos pueden realizarse en condiciones mas

agresivas (Joshi & Jain, 2017).

Disrupcion celular de P. Crustosum por el método de homogenizacion en

Ultraturrax con diferentes tratamientos de hormonas.

Después de seleccionar el método Optimo de lisis, en este experimento se sembraron las
esporas de P. crustosum con la finalidad de evaluar el efecto de diferentes tratamientos
hormonales en la actividad metabolomica. Los cultivos se mantuvieron a un pH de 8 para
lograr la mayor expresion de la enzima SRD5A1 (Han ef al., 2021).

Los cultivos se mantuvieron por 5 dias en las condiciones de incubacion descritas

anteriormente. La Figura 9 presenta fotografias de uno de los cultivos analizados.

Figura 8. Las fotografias 1 y 3 muestran el crecimiento de P. Crustosum en presencia del tratamiento
hormonal y después de 5 dias de incubacion. 2. Micelios de P. Crustosum en proceso de secado con papel filtro.

El peso promedio + desviacion estandar obtenido a partir de los micelios de P. Crustosum
sin tratamiento (control) fue de 102.9+£25.5 mg. Mientras que el peso del micelio de los
grupos tratados con testosterona y androstenediona fue 142.4+13.5 y 131.5+12.7 mg
respectivamente. La prueba post-hoc de Dunnett indic6 una diferencia estadisticamente

significativa, P<0.001 con el control (Tabla 6). Los resultados también indicaron que los



androgenos aumentaron el peso del micelio en comparacion con el grupo tratado con DMSO
(vehiculo), 92.4£10.7 mg y la dutasterida, 100+13.6 mg (P<0.001, ver Tabla 6). Estos datos
evidenciaron que los andrégenos aumentan la velocidad de proliferacion del micelio de P.
crustosum. La dutasterida es un inhibidor de la actividad de la enzima SRD5A1/2 lo que

explica que este esteroide no haya estimulado el crecimiento del micelio.

Tabla 6. Prueba post-hoc de Dunnett, diferencia entre los pesos de los micelios de P.

Crustosum en presencia de diferentes tratamientos
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Tabla 6. Analisis univariante de los grupos tratados con hormonas respecto al grupo control (DMSO).

Los resultados obtenidos en los ensayos de lisis, asi como en la cantidad de proteina por mg
de micelio de P. crustosum que se observa en la figura 9 muestran que la cantidad de proteina
fue superior en los grupos estimulados con andrégenos comparado con los controles y el
grupo tratado con dutasterida. Sin embargo, la prueba post-hoc de Dunnett mostré que
solamente existe diferencia significativa (P<001) en la produccion de proteinas/mg de
micelio, cuando se utiliza la T, pero no la androstenediona (véase tabla 7). Estos resultados
pueden explicarse con base en que la androstenediona es un androgeno de efecto mas débil

que T.



Figura 9: Cantidad de proteina por cada mg de micelio
de P. Crustosum con diferentes tratamientos n=3
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Figura 9. Concentracion de proteina por mg de micelio obtenida por el método de congelacion/ultraturrax

con diferentes tratamientos

Tabla 7. Prueba post-hoc de Dunnett, diferencia entre la proteina/mg de micelio de P.

Crustosum en presencia de diferentes tratamientos
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Tabla 7. Andlisis univariante de los grupos tratados con hormonas respecto al control



Aunque los hongos no sintetizan hormonas de manera estricta como es el caso de las células
animales, existen evidencias de que ciertas hormonas esteroides interactuan con células
fangicas (Cre$nar & Zakelj-Mavri¢, 2008). Por ejemplo, se ha demostrado que la testosterona
juega un papel importante en la resistencia a infecciones de Cdandida albicans (Arroyo-
Mendoza et al., 2020) o hongos pertenecientes al género Cunninghamella que han sido
utilizados en biotransformaciones para la obtencion de andlogos a la testosterona con fines
médicos (Ibrahim ef al., 2023). Aunque la interaccioén entre hormonas esteroides y hongos
esta documentada. Los mecanismos moleculares y los receptores implicados atn no estan
completamente descritos. Se tiene la teoria de que podrian existir mecanismos similares
incluyendo isotipos de receptores esteroideos similares a los de células animales (Donova et
al.,2004).

La actividad anabolica de P. Crustosum en presencia de testosterona y androstenediona
sugiere que el hongo es capaz de reconocer estos androgenos como sefiales metabolicas
induciendo la expresion genética de proteinas especificas relacionadas con el metabolismo
secundario (Ferrer-Romero et al., 2019). La testosterona actia como sefal para la
transcripcion de genes regulados por esta via hormonal (Cabeza et al., 2001).

Las Figuras 10 y 11, muestran los geles de electroforesis con la presencia de una proteina
con una masa molecular de alrededor de 25 kDa. Este dato se muestra tanto en la proteina
procedente del micelio como la del sobrenadante. Las bandas se observan més claramente en
las preparaciones tratadas con testosterona y con androstenediona en menor intensidad. La
enzima SRD5AT tiene una masa molecular de alrededor de 26 kDa, por lo que la proteina
aislada podria ser la enzima SRD5A1. Ademas, se ha reportado actividad de la enzima
SRDS5A en cultivos de P. crustosum, catalizando la reaccion de conversion de testosterona a
dihidrotestosterona (Cabeza ef al., 2001). También se ha descrito que el isotipo SRD5AT1 es
capaz de utilizar androstenediona como sustrato, catalizando su conversion a 5So-
androstanodiona (Han et al., 2021).

En el grupo tratado con dutasterida, no se observaron bandas en el peso correspondiente a 26
kDa (Figuras 10 y 11), en el gel de electroforesis. Lo que indica que la dutasterida no actud
como sefial para la sintesis de proteinas, debido a que la dutasterida es un inhibidor de la

actividad de la enzima SRDS5A, de tipos 1 y 2 de la (Ding et al., 2024).
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Figura 10. gel de electroforesis SDS page con muestras del protocolo de lisis de P. crustosum carril 1:
marcador de peso molecular, carril 2: prostata homogenizada de hamster, carril 3: sobrenadante grupo
testosterona, carril 4: sobrenadante grupo androstenediona, carril 5: sobrenadante grupo control, carril 6:
sobrenadante grupo control DMSO, carril 7: sobrenadante grupo dutasterida, Carril 8: pellet grupo dutasterida,
carril 9: pellet grupo androstenediona, carril 10 pellet grupo control
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Figura 11: gel de electroforesis SDS page con muestras del protocolo de lisis de P. crustosum carril 1:
marcador de peso molecular, carril 2: prostata homogenizada de hamster, carril 3: pellet grupo testosterona,
carril 4: pellet grupo androstenediona, carril 5: pellet grupo dutasterida carril 6: pellet grupo control, carril 7:
grupo DMSO, Carril 8: sobrenadante grupo testosterona 2x, carril 9: sobrenadante grupo androstenediona, carril
10 sobrenadante grupo dutasterida



Conclusion.

1. La fuente organica en la que crecié mas rapidamente la especie de P. crustosum fue
la del maiz.

2. Los resultados evidenciaron que los andrégenos aumentan la velocidad de
proliferacion del micelio de P. crustosum y por lo tanto su masa.

3. El método de lisis celular mas eficiente para romper la pared del hongo filamentoso
P. crustosum, con el objetivo de extraer la enzima SRDS5A, fue, el de la combinacion
de la congelacion-Ultraturrax en presencia de buffer conteniendo lubrol.

4. La cantidad de proteina obtenida a partir de la membrana celular y el sobrenadante
fue superior en los grupos estimulados con andrégenos comparado con los controles
y el grupo tratado con dutasterida. Sin embargo, la prueba post-hoc de Dunnett mostré
que solamente existe diferencia significativa (P<001) en la produccion de
proteinas/mg de micelio, cuando se utiliza la testosterona, pero no la androstenediona.

5. Se identifico la expresion de una proteina de 26 kDa mediante la técnica de
electroforesis SDS- PAGE en la membrana y en el citoplasma obtenidos a partir de
cultivos de P. crustosum. Esta evidencia fue clara en presencia de androgenos en el
medio de incubacion, en comparacion con el control.

6. Los resultados confirman que P. crustosum se puede utilizar como un sistema viable
para la produccion de enzimas como la SRDSA, lo que lo coloca como una alternativa

para su aplicacion en estudios Quimica Medicinal y Procesos Biotecnoldgicos.
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ANEXOS:

Anexo 1: Curva de calibracion

Solucion estandar de albumina sérica bovina

Preparar la solucion madre disolviendo 2.5 mg de albumina sérica bovina en 5 mL de agua.

Preparar los estandares de proteina con concentracion de 25, 50, 75, y 100 ug/mL a partir de
la solucidon madre, para esto agregar en 4 tubos Eppendorf 5, 10, 15y 20 uL respectivamente
de la solucion madre y completar el volumen con agua destilada a 100 uL.. En un quinto tubo
agregar 100 pL de agua destilada, este tubo sera el blanco.

Agregar a cada tubo 1 mL del reactivo de Bradford mezclar y dejar incubar la reaccion
durante dos minutos a temperatura ambiente, posterior a esto medir la A a 595 nm en un
espectrofotometro. Graficar la absorbancia contra la concentracion de proteina estandar.
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