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1.0. INTRODUCCION.

1.1. ANTECEDENTES.

1.1.1. VIEJO MUNDO.

. 'Al Parecer la primera descrxpclé' de 1a Leishmnniasis-

Visceral regxstrada en los anales de‘la historla es atrlbuida a




Wenyon en 1911 sugirié que el flebotomo era el trans-
mlsor de la Leishmaniasis cuté&nea, hecho comprobado hasta 1921

por Sergent, Parrot ¥y Bequet en el “Botén de oriente" (122)

1.1.2. NUEVO MUNDO,

El prlmer dato histérlco de la’ Leishmaniasis podfia

sxtuarseien el P riodo pre-cléslco (2000 ~1800 A. c ) esta posl-

cexi tencza de una urna de arc111a de la

e;shmaniasxs ya se conocia,
ge:a ‘llamada desde épo;as ‘
Vé"(del qﬁechué: ut—roer) . Los

"uta" eh‘

“Perd’. representaron formas de

En 1885 Cerquelra en- BraSLI compar a‘:Leishmaniasis

Americana con el " Botén de or;ente " al Var~1mpor€antes
‘dlferenclas e Indalecio Camacho en_éqibmbia' oétuﬁp que se

trataba del mismo padecimiento, solo’'que Gnicamente’ modifica-

do‘por el clima. (122)



Vianna en 1911, al notar las diferencias clinicas de
la Leishmaniasis americana con las del "Botén de Oriente" cred
una nueva especie 1la Leishmaniasis braziliensis .para definir
el agente etiolégico especifico de la Leishmaniasis americana-
(122), y en el afio 1912 utiiizé por primera vez el Tartrato -
Emético en el tratamiento de 1la Leishmaniasis americana.
Debido al é&xito consiguié que los antimoniales fueran el medica-
mento de eleccidén hasta la actualidad ya que son eficaces para
todas las formas clinicas presentadas por la Leishmania en el -

mundo.

1.2.0. LEISHMANIASIS EN MEXJCO.

‘Seéﬁramenfe las Leishmaniasis ya ex1su1an ‘en Amér;ca

precolomblna y4desde luego en México, y Dlego Lopé ' g CQllﬂdQ




El Primer estudio epidemiolégico mexicano sobre esta
zoonosis fué realizado en 1942 por Beltrdn y Bustamante (16),
se hizo en campamentos Chicleros de la Peninsula de Yucatén. En
1944 Millan y Chavez , describierén el primer caso de Leish-
maniasis cuténea diseminada en el mundo, pero tuvieron la poca
fortuna de etiquetarlo como Leishmaniasis cuténea infantil y pu-
blicarlo en una revista de escasa circulacién, por lo que se
reconoce internacionalmente a Prado Barrientos de Bolivia
y a Convit y Lapena de Venezuela como los primeros en descri-
birla (de manera independiente) a pesar de haberlo hecho hésta

1948..°

En’ 1952, Baez - Vlllab y: Col.; . publicarén el

prlmer caso de Leishmaniasis visceral: mexi iu“"n nific nac1do y

balsas, aparentemente 1‘ Exiéo‘doﬁdé"“f

1a enfermedad que

etectaron 2 casos-

ba.en forma:mis parecida:a.la _Le1shman1aszs cut&ne : causada

4



por [L.trdpica gue a la producida por L.Braziliensis, qué se
suponia entonces era la Gnica especie que producfa Leishmania-
sis tegumentaria en América Yy, consideré&ndola una subespecie-

lado por Garnham y Adler quienes la convirtieron en una nueva
especie: L.Mexicapa desde entonces se creifia que junto a [.Cha-
gasi eran las UGnicas especies existentes en México, hasta que

en 1987 Velasco y Col. describieron a L.Brazjljensis en el
Istmo de Tehuantepec (117), respecto a ella se sospechaba su
presencia ya gue habia sido observada en Belice causando Glce-
ra de los chicleros (123). '

En 1965, Marquez F. (90), publicé el estudio del pri-
merﬁcaso,de‘Leishmaniasis cuténea diseminada en México y cinco
aﬁos despQés[ Ramirez presenté en un congreso de dermatologia
3 éésqslide Leishmaniasis cutdnea diseminada descubiertos por

Pd;:aléé yfqolaboradores en Coahuila (103).
1.3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

Las Leishmaniasis en México. se disttlbuyen al menos

en 17 entidades, desde Cocahuila, Nuevo: Leén,_y Tamaulipas porh

.basco, Campecheﬂ




DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LAS .
ESPECIES DE LEISHMANIA EN MEXICO

Leishmania braziliensis braziliensis

Leishmania donovani chagasi




DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LAS
LEISHMANIASIS EN MEXICO

, ‘:Léishmaniasis cutanea localizada
Leishmaniasis cutanea deseminada

Y Leishmaniasis visceral

Leishmaniasis muco-cutanea



Las Leishmaniasis tienen una amplia-distribucién mun-
dial afectando cuando menos,\a;ab paises. de:Europa, -América, -

- Asia.y.Africa. (35, 87)

Las formas cuténeas




1
i
i

distribucién geogréflca y epldemioléglca de las Leishmaniasis

en el nuevo mundo, en’ la que ‘i 'luy més de 1000 cepas de Leish—

manlg alsladas a partlr‘de pacientes, reservorios y vectores de

nuestro contlnente de ostréndose, uella‘enfermedad afecta, por

1o menos a; 24 paisesidesde el sur de Texas, ya reportadas por

‘otros autore : el norte de Argentina (53).

Respecto’a’:la dlstrlbuclén de las Leishmaniasis cuté-




‘ta. 2400 metros de altura sobre el nive].‘del mar- (83) - Es consi-

China, India, Asia Central

i nica;:

sido tipifﬁ.cadas:‘»ccmo L:Mexicana) en.un caso’originario’de 0axaca '




ta- 2400 metros de altura sobre el n1ve1 del mar (83). Es consi-

derada como una enzootla en Afrxca, Amérlca, Asia y - Europa con




se :.dentlfxcé a L raz_;l_;ens;s como etiolégico de la forma loca -

lizada. T

: La forma anérg;ca o Leishmaniasis cuténea localizada se

ha reportado n 5 d:.ferentes estados: Tabasco (47,85,124,86,88-

uev Leén (112), Michoacén, Oaxaca y Veracruz (124) y =

ha s:.do atrlbuida en algunos casos a L.Mexicana (120).

. Respecto a L.Mucocutédnea o espundia, sélo se han encon-

i tx-'adb :ésos aislados en los estados de Jalisco (56), Campeche -

.(123)' Yo Tabasco (47 64,86,88,89,118).

»~La VL. J.sceral o kala-azar parece estar restringida a la

'Cuenca del Rio Balsas | 18 19,123, ), abarcando regiones de los

ic: e ‘lai enfermedad afectando de esta manera
".‘y”f'vi:c’b» péblacién infantil (29).

o En un estudi_o_realiz‘avdvo por Bustamante (16), hace men-
‘énb,’e‘l Pais de Chicozapote donde eran -

.h;nﬁnidsis, como se apresia en la figu

B J.nt:ensxd d pero a:lafecha tales explotac:.ones estan préctlcamen-,'

te abandonadas (f:.gur _n’c;.w:!). i ,ﬁ': ; l:ill‘fv"




FIGURA NO. 3

ZONAS DE LA REPUBLICA MEXICANA DONDE SE EXPLOTABA
EL CHICOZAPOTE, SEGUN EL INSTITUTO BIOTECNICO NA
CIONAL. °

Beltréan, E. y Bustamante, M."Datos epidemiolégicos -
acerca de ‘la.llcera de 'los chicleros en México". 1992
p.p. 1-28 . SRR E IS -
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Se puede decir que la zona cl&sica donde existe la Leish-
maniasis amdricana es la bien conocida parte boscosa de la Penin-
sula de Yucatan, aunque hay posibilidades de otros focos fuera -
de ella (mapa 4), el prop6sito era establecer con la mayor preci-
sién los limites del padecimiento en la Peninsula de Yucatan con-
firmando de que la Leishmaniasis américana se presenta preferente
mente en las partes bajas, donde existen bosques himedos, en las-

regiones Orientales y Sudoccidentales de la peninsula (fiqura 4)-

con la f:.nal:.dad de observar mis claramente la superposlcién de -‘, S

: bllca de Guatemala‘

13
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FIGURA NO.

ZONAS AGRICOLAS Y FORESTALES DE LA PENINSULA DE

YUCATAN
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2.0.- CARACTERISTICAS DEL AGENTE

2.1.- AGENTE ETIOLOGICO.

El agente etiolégico de las Leishmaniasis, son protozoa-
ries int_ﬁrécelulares del género Lejshmania morfolbgicamente idén-
tico‘é_‘e'htre si. Las Leishmaniasis son causadas por varias espe-

peci‘é‘s'y-sulﬁ‘especies del complejo de Leishmania. Es un protozoa-

'_ ario gue no:solo paras:.ta al hombre sino también a mamiferos do-

mésﬁ éq 11vestres .

E1l genero Le:.shmanla comprende las formas de amastigote

:y promastlgote. :
L2, ‘1) .- MA_D_E__ML\_S.‘LM‘L
Es la forma parés:.tarla y proviene'de la forma in. -
fectiva o promastlgote se observan en los t:e] 1dos de los vertebra
dos :mfectados o en cultlvos de tejidos, los amastlgotes en las

Le;shmaniasis cuténeas se encuentran :mfectando células del SRE

de la p1e1 y los amast:.g tes d: 1 Lei,;khmgx_xiasis visceral se en-

tr:.co (N) y de un cltoplasma claro en: el‘ que resulta una iestruc-.

ra muy basdfila y elongada, el cltoplasma (C), (106)
El nGcleo se encuentra en su ext:remo posterior es compac 5
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AMASTIGOTE

FIGURA NO. 5A

Componentes. de-la forma de Amastigote.: BF (bolsaflage=-
lar), M (mitocondia);,-R-(ribosomas)’, . C:(kinetoplasto),
N:(nGcleo), 'RE (reticulc.endotelial);, MT: (mlcrotubulos)
-B (blefaroplasto), G (aparato de Golg )

Propotéibﬁado po;“Mérﬁinéz Méraﬁén)vR; INDRE 1993 .
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to y con cromatina granulosa (103,121), por microscopia electrb—
nica es posible observar numerosos mlcrotubulos (MT) ‘por dentro“ 

de la membrana gue sirven de c1toesque1eto (106)

El MAXICIRCULO: OQue tiene de

originara el flagelo, tiene la forma caracteristica de's pares -

17



PROMASTIGOTE 18

FIGURA NO. 5B

- 0 o,
‘Componentes-de ' Ia forma de Promastigote : F (flagelo),
‘M (mitocondia), R (ribosomas), C (kinetoplastoc), N(nG-~
cleo}, 'RE (reticulo. endotellal), MT (microtubulos),
G (aparato de’ Golgl)

Proporcionado por Mart&nez Maranén, R. INDRE 1993



de tGbulos periféricos y un par central (106).

Del blefaroplasto se extiende la bolsa flagelar (BF), -
que albergari al flagelo en formacién. En el citoplasma hay ribo-
somas libres (R), y un aparato de Golgi (G), junto con granulos
densos y claros, variables seglin la especie (106), es posible ob-
servar también mitocondrias (M) y el reticulo endotelial (RE).

Los amastigotes se dividen por f£isién binaria y pueden

verse libres cuando el macréfago se desintegra (106).
2.1.3).- FO (e} TIGO

Los promastigotes se encuentran en el insecto vec-
tor y en los medios de cultivo libres de células. Son fusiformes
.y ‘miden de 15 - 40 micrones de largo por 3 micrones de ancho y
el cinetoplasto se encuentra desplazado hacia el extremo anterior
del cual emerge un flagelo (F), sin formar membrana ondulante
previa (103,106,121).

La Bolsa Flagelar o blefaroplasto es pequefia y posee a
diferencia del amastigote una estructura en forma de barra con
distribucién paraxial situada dentro del blefaroplasto la que
parece estar relacionada con el movimiento del flagelo (95).

El promastigote en el cinetoplasma posee un gran nGmero
de microtibulos submembranosos (MT), los cuales tienen una dis-
tribucién homogénea y una variedad de grédnulos de densidad varia-
ble, se observan ribosomas (R) y acimulos de vesiculas paraflage-
lares o vecinas al aparato de Golgi (G) el cual es muy prominen-
te (106).
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Es posible observar mitocondrias (M) y un cuerpo mito -
condrial que se prolonga a partir del cinetoplasto, asi como un

reticulo endoplédsmico (RE).
2.2.0.- CLASIFICACTON.

. En 1974, Laison y Shaw (53}, utilizan como criterios de

clas;,f:.cacién al vector, la localizacién anatémica en el mismo,

la pat genicidad en'la piel del hamster y el crecimiento en los

eripyliaria

ntestino medio

‘Sin embargo’esta metodologia no esta: exenta de 'dis‘cuis‘:l.c;‘-'

a0



nes, ya que algunos alslados de Leishmania presentan patrones en-

z:.mét:.cos t:an s:.m:.lares que or:.g:.nan resultados contrad;ctorios,

Al inlcio de 1a década pasada el desarrollo de anticuerpos mono-
clona}les;perimltzé distinguir a L.mexicapa de L.brazjiljensis (92)
med‘iéﬁtévla‘z:eacf:ividad de éstos con antigenos especie-especifi -
cosv'de]v. ﬁarésito (anilisis de serodemas), (53).
Posteriormente, fue posible contar con monoclonales, ca-
paces de reconocer epitopes a nivel de subespecie (53,92,),
e incluso entre promastigotes y amastigotes de éstas (53,92).
A pesar de los avances en la tipificacién de cepas, aGn existen
discrepancias. Por ejemplo, estudios molé&culares han demostrado
gue L.gi_f_anoi y L.garnhami no han sido realmente diferenciadas
de L. me_xicana de. L amgzone'nsis respectivamente. Asi mismo, se ha

_que se' ospecha que esta filtima es una variante de [L.bra -

“serodemas demuestran que L.chagasji y L.infantum, estén

tan fuertemente relacionadas, que podrian representar la misma
especle (52)

Sln embargo, en 1987 Laison y Shaw (78), retoman el cri-

tEl‘lO de claslflcac:.én de acuerdo al sitic de localizacién en el

vector« »propo‘nen que aquellas especles que pertenecen al grupo

VIANMAIA y 1as del grup suprapyharla

(80) ,Esﬁ‘é

1 subgenero g L,E;SHMANIE B

autores (80 7113) i’

para ev:l.t r. confusiones, ‘en 1as pégmas sigu:.-"

entes ;se’ ut::.l;.za la nomenclatura propuesta en 1986 durante el’

217
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segundo simposium sobre taxonomia y»gi;ogenética‘de”:LeiShmanié_

(ver cuadros No, 1y 2).

- CUADRO NO. 1

'TAXONOMIA DE LAS ESPECIES CONOCIDAS DE LEISﬂMAN;A

QUE PARASITAN AL HOMBRE

PROTOZOA

PHYLUM . - SARCOMASTIGOPHORA
SUBPHYLUM - - | MASTIGOPHORA
crasg’ o ZOOMASTIGOPHORA
ORbEN'.;}.,‘» o ' KINETOPLASTIDA
'SUBORDEN L IRIPANOSOMATIDA
YFAMILIA IR TRIPANOSOMATIDAE

GENERO . .. LEISHMANIA
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CUADRO NO.2

| |

I CRITIDIA ]

|HERPETOHONAS|

ITRIPANOSOMASI

|PHYTOMONASI

ILEPTOMONASI

lLEISHMANIA

IBLASTOCRITIDIA'

IENDOTRYPANUH

L. (L) . MEXICANA

L. (L) .AMAZONENSIS
L. (L) .PIFANOI

L. (L) . GARHAMI

L. (L) .VENEZUELENSIS

| |
lL.AE’I‘IOPICAl |L.PERUVIANAI
L.DonovAN;I' LL.TROPICAI L.MEXICANA| |L.BRAZILIENSIS|
L: (L) . DONOVANT L. (V) .BRAZILIENSIS
L. /(L) CHAGAST - L. (V) . GUYANENSIS
L. (L) . INFANTUM L. (V) . PANAMENSIS

Leishmaniasis en méxico, manual INDRE 1992.
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En 1os dltimos- anos se han desarrollado otros métodos

de identlflcaci ' como son : serot;piflcacxén del factor excretor,

;anallsls de moleculas glxcosiladas de superf1c1e mediante agluti-

nac:.én con

mexlcyn‘a rﬁediante el uso de sondas de kDNA

turo muy proximo, contar con la metodologia

'2.3.,0.~ CARACTERIZACION ANTIGENICA.

EL estudio de antigenos superficiales de Lejshmania se

ha - expandido considerablemente desde la aplicacién de iodo 125

para; marcar la superf;cxe de estos parésitos. Medzante autoradio-

‘grafia a‘partir; de’ gel bidimensional con; superncxe yodada ha po-

nars vque ex1ste sobre los promastlgotes de Lelsnma- .



mania sugieren que el polipéptido de 63 kd se encuentga presente

en Leishmanjas del Nuevo y del Viejo Mundo (121). S

La reciprocidad de 1la' respuesta de hipersenéibi;i@éd
retardada manifiesta entre animales inmunizados con L.Tﬁexigaﬁa
L.garnamj sugiere la presencia de antigenos compartidos por to-
das estas cepas capaces de fomentar una respuesta de hipersensi-
bilidad retardada contra el parasito.

Se ha comunicado también la presencia de antigenos com-
partidos entre L.mexicapa y L.tropica con reciprocidad inmun616- 

gica en cuanto a linfoblastogénesis in_vitro, hipersensibi;idad~;.

tardia y proteccidn contra 1la infeccién, pero poco”se_conocev"’

que'experimentan una.diferenciacién tanto en: cultivo’como: en’el




mosqun:o, pasando de’ un estado no-infectlvo a uno infectivo. esto‘_

quiere decir que el co ten:.do de arbohldratos Yy por lo tanto su ‘

lograr su maxima infectividad.’

mosaico’ ant:.gém.c':o ‘cambia’ par
- : 'lot e inmunoprecip:.taci6n, fué po-:
. la existencia de un antigeno superficial de
aproxlmadamente 116 k4 ; presente en formas infectivas exclusiva-

mente ( 121)

Los ant:igenos de: superficle del amastigote no han sido

S.m embargo, Handman y Curtis publican un estu-

dio éoméaré J.vo' proteinas superflclales de promastigotes y a-
mastigotes de L majo;, en el cual encuentran que el patrdn gene-

rado por os i al st).gotes es‘d gran y complej;dad Y que el anti-

: 26



si esta alteraci6n de azlicares superficiales es deb:.da a’ 1os cam-"

bios en los azlcares que forman parte de las ghcop t' nas, esto :

todavia no ha sido investigado .

Adicionalmente, los promastigotés d

un’ "glicoconjugado rice en carbohidféi:os unid
y conocido como Factor Excretor (F E) qu

dlo-externo .

la‘superficie

son capaces de hldrollzar 3



Tlnciones c1toquim1cas de membranas demuestran que

las enzimas estén orientadas hacia la superficie externa de la

nembrana, ppr Lo cual ueqe, rgpresentar el paso inicial de la

defosforilacién; 'facilitand 1itransporte de los nucleStidos a

través de la“ﬁ
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3.0.- PATOGENESIS

3.1.0.- FUENTES DE INFECCION, RESERVORIOS Y VECTORES.

La Leishmaniasis es una enfermedad primaria de pe¥
: qheﬁos mamiferos, principalmente roedores silvestres, desdentados
-y marsupiales (L.cut&nea, L.mucocuténea), asi como de ctinidos
s:.lvestres y domésticos (L.visceral), (93,106,121 y 123)

Los Seres Humanos afectados por la parés:.tos:.s son tam -

bJ.én reservorlos y fuentes de J.nfecc:.én.

En Mex1co los. reservor:.os de Leishmaniasis cuténea son

. 'roedores sllvestres : de héb:.tos ! arbicolas {(121), al igual que

yotyl omis phyllotis, Heteromys-

el reservo iodeila-: eishmaniasis visceral, aungue no hay. ningtn

" rro (123)
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En 1987, Velasco y Lebrija aislaron Leishmania gp.de un
coatl o tején (nassua parjica) con lesiones mucocutédneas nasales
tres afios a‘htes, al mismo coati se le habian recortado las orejas
pbf padecer lesiones ulcerosas (123), las lesiones del coatf fue-
ron muy resistentes a los antimoniales y en el cultivoy enel
hémster' mostraron conducta similar a L.braziliensis. Desafortuna-
daxﬁente no se realizardn en este caso los estudios taxonémicos
bioquimicos y/o inmunolégicos adecuados, sin embargo, por su con-
ducta en el tején, el hamster, y el medio de cultivo y por su re-
sistencia a la terapia con antimoniales, parecié tratarse de Lei-

La transmzs:.én ‘la. reallzan pequeﬁos dipteros de 3 - 5 mm

de longitud, perteneclentes a varlos géneros, prlncipalmente

el adulte’ s:e-rdés‘a_i';:bl‘ig:.(é_o,izi " Estos ciclos "é’s‘t_an fuertemente . i -




FIGURA NO. 6

LUTZ0MYIA SP

Leishmaniasis en méxico, manual INDRE 1993
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Y

relacionados con la temperatura ambiental, ya que se ha observa-

do que en climas:fri‘ds_ o templados las larvas pueden experinieh -

tar uh"e‘spécién'\i‘ o‘éni:re Vlos éstadios (121), en las regiones

tréplcales esto puede ,ocurr:.r durante la época de sequia. Segln

g la mayor act:.v:.dad del diptero en las zonas endemicas de

Blagl,
méxzco, la a;canza de las 16:30 a las 22.00 horas.

En México, el Gnico transmisor comprobado es Lutzomyia -
blméca, aungue se supone que L. longipalpis, L. diabolica, y L. -
crluziata transmiten respectivamente: Kala=-azar en la Cuenca del
Rio Balsas, Leishmaniasis cutinea localizada y difusa en el norte
asi como Ulcera de los Chicleros en Oaxaca.(125)

Los Elutzonidos que aparentemente transmiten la Leishma—

niasis en México aparecen en el cuadro no.3.

8 Noreste ' de. México




3.2.0.~ MECANISMO DE TRANSMISION.

La = Leishmaniasis es considerada como una‘zoonosiSi

gque afecta a los seres humanos cuando estos penetra e' el foeo

enzootxco © cuando se altera la ecologia del area ‘y tanto vectc— '

res como reservorios entran en contacto més estrecho con 1as per-,‘»




FIGURA NO. 7

CICLO BIOLOGICO DE LA LEISHMANIA

cruz “Lépez Olivia .

arasitologia. 2a Ed. México

Ed. ‘Feo. }Méndez 'Otgo, 11981, iP.P.7175
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3.3.0.=- PERIODO DE INCUBACION.

En la Leishmaniasis cutdnea localizada, el periédo
de incubacién, después de una picadura infectante, oscila general
mente entre 20 y 90 dias, aparentemente de acuerdo con la suscep-
bilidad del hospedero (121).

Aungue puede ser variable, cominmente el periédo es de
tres semanas. En término medio es de 10 a 12 semanas (106).

La Leishmaniasis mucocuténea y la Leishmaniasis‘cuténea-
diseminada (LCD), puede ocurrir por extensién directa de una le -
- sién cuténea inicial o sex concom:.tante con una flcera. cuténea

a distancia; con51derando relaclonado su tlempo de 1ncubac16n con

la idlcera prlmarla. Se h n P "tado casos en que la Leishmania-

sis mucocutinea se manifiesta hasta 30 afios después de la apari -

e ncnbaclén de’ 3 a‘12 neses (69) ~En la'Leishma— ’
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3.4.0.~ MECANISMO DE PATOGENICIDAD.

3.4.1,- ENTRADA AL HUESPED VERTEBRADO.

: Inmunidad innata e interacciones con células polimorfonu

o cleares.

vLa penetrac:.én del parasito dentro del huésped se reali-

fect:wos para vertebrados susceptibles, algunos

ber an 1cuerpos ‘de reaccién cruzada,

. 1nduc1dos or ntigenos comunes presentes en algin miembro de la




familia Jrypanosomatidae o en otros protozoarios;. lo cual se re -
fleja en la especificidad relativa de ciertas p‘ruebasjvsero:}t@gicas

usadas para el diagnéstico (25,93).

Es posible que el origen de estos aﬁtiéuérpbs ,ie'sténvrela‘ i !

cionados con otros géneros como Mycobacterium

jos humanos (54) . Greenblatty Col. encontraron'semejanzas

nexperlmento in vityro oS, mastigotes ‘son‘ témbién susceptibles: "'

a la .mgestlén y: de

ruc 6n m dlante mecam.smos ox1dat1vos‘ or' !

. los polimorfonucleares (especialmente eOsanfllOS), (93)
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Recientemente, Remaley y Col. reportan que la tos!atisa-
&cida del parasito es capaz de suprimir la produccién de radica -

les libres del oxigeno en neut'réfildvé hﬁménés'. Ellos calculan que

cada promastigote posee suflclente t‘ost‘atasa como para reducir
la produccién de aniones superéxido dé tres neutr6filos en un 50%

Dependiendo de la especie del hospedero y de la Lejshma-=
nia los mecanismos de defensa inespecificos del hospedero pueden
ser suficientes para matar una cantidad importante de paré&sitos

y evitar que la enfermedad progrese (93}.
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3.4.2.~ INTERACCION CON EL MACROFAGO.

3.4.2,.1.~ MECANISMOS DE UNION.

Si los promastigotes son capaces de evadir los

factores humorales 1nespecif1cosy a los PMN, entran»én coh'-'

t:acto con losimacréfagos que fueron, atraidos por factores quimlo—




MODELO DE RECEPTORES DE MACROFAGO PARA LEISHMANIA

Macrofago O O

CR3
Receptor de Fucosa - Manosa

(%]
ked
W Roceptor de Flbronectina

M Receptor de FC

U Recoptor do Tipolectina

Archive de Leishmaniagis , manual INDRE 1993 40



Las glicoproteinas o glicolipidos que actGan como con-

tra- receptores en la superflc:Le del parésn:o, poseen azlcares ca-

racteristlcos t 'mlnales res:.duos de &cido sidlico (4).

In1c1almente se encontré que los promastigotes de L.gdo-

mastzgotes. Estos resultades con

tﬁliﬁ,ad‘ci:u_i"ad‘é_"C_dp:FEj({);, T

a1 .



3.4.2.2.- MECANISMO DE PENETRACION.

. La entrada del amastigote en el. macréfago parece
ser dom:.nante por el 11amado proceso "zipper" de fagocltos:.s,
aunque un papel actlvo del promast:.gote y amastlgote no debe ser

»'excluldo (4) i.os contrarecA tores del promastlgote son presumi-

blemente usado: ‘par&sito p,ara elvreconocz.mzento del macré-




hidrégeno; ademds qgue no .estimulan continuamente 1la actlvidad

oxldatlva del macréfago (93)

La unidn y la fagoc1t051s pueden ocurrir sxn que

pare 1a cadena resplratorl . ‘Esto ha sido demostrado en. macréfa_ —:"" - ;

gos humanos que tlenen receptores para C3b (4). Es nnpor 1

cionar que de la- rapldéz del paso de la forma promastlgote a la; :

forma amast:.gote depende la pos;bllldad de sobrev1ve cia del pa—

risito, ya que ha_—s;do ,observado qgue no se 1nh1he _1‘a fusién fago-’

soma-lisosoma.

3.4.2.3 -’ MECANTSMOS INTRACELULARES. .

_L_r_g vhah ‘demostrado “qu

‘La capacxdad de:los: promastlgotes para sobrev1v1r y mul—

tiplicarse en 1os fagolisosomas del mac 5 , puede‘deberse tal— R
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ves a que sean resistentes a las enzimas o a que se protejan de

alguna manera (93).

La sobrevivencia del parésxto ha sido relac:.onada con

la lnactlvacién de enzunas hldrolitlca" 1lsosomales con. la 1ibe-

racién de metabol

membrana,:no.impide_que’el amastigote'pierda’contacto:con: ella,




en su parte posterior. La densidad de la secresifn es mayor al
comienzo de'ésta.

‘En las vacuolas de mayor tamano se observa una menor

on escasa se~

o en contacto

asos, ‘se .. su-




vacuolas. Estos tres tipos han sido observados dentro de una mis-

ma celula.

Después de la.multlplzcaclbn del amast:.gote, la vacuola

paras:.téfora se'rompe Y los parésxtos a quleren una localizacxén

cxtoplasmatlca temporal, que puede ser menor de una hora Ensegulg
’Td_a‘se forma una membrana que limita la vacuola paras:Ltéfora, des—
v de.él momento de la formacién de la vacuola, hasta la segregacién
de su Factor excretor, el pardsito esta expuesto a las enzimas
lisosomales del hospedero. Es por esto que se observan pardsitos
con signos de autélisis dentro de vacuolas con escasa secresién.

La naturaleza de la secresién podria ser de tipo de la

fosfatasa &cida, o cualquier otro tipo de enzima secretada a tra—: S ;

vés de la bolsa fragelar que pudlera 1nh1b1r, desnaturali ar o-"

. digerlr enz:l.mas 1isosomales de 1a celula hospedero La secresién‘

a receptores’de membrana-(117).
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4.0.~ DIAGNOSTICO.

4;1.; DIAGNOSTICO CLINICO DIFERENCIAL.

- En las Leishmaniasis cuténeas la diversidad de formas

clinicas e muy grande' Incluyen formas ulceradas nodulares, ver—

rucosas lupoldes,' papulosas, llnfagitxcas, que obllgan al dlag -,7

_incluir biopsias, cultivos _»ihtréde‘tmorga'c‘giqh'els y"titulaciones i

v.47
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de anticuerpos (106). Es conveniente sefialar que el pian nunca

se ha encontrado en México (84).
4.2.~- DIAGNOSTICO DE LABORATOR{O.
4.2.1.- EXAMENES PARASITOSCOPICOS.
En Leishmaniasis cutdneas, la presencia del paré-

.sito p\;edé demostrarse mediante un frotis realizado por raspado

© puni:iéri de lesiones durante los primeros meses de evolucién,

tem.dos por G:.emsa © por Wright para su observaclén m;croscépica

en casos antlguos es menos frecuentet demostrar 1a presencia del

con,Glemsa y Wr ht (69)




’ Las muestras ‘se observan al mlcroscoplo de luz y ‘con

objetlvo de 00 x (107) La tincién: de Giemsa revela amastigotes

de 2 a 3 m;.cras e lor.azul' claro con un c:metoplasto rojo, lo-

la Leishmaniasis visceral -

(93).

églulax és:ea‘las Leishmanjas pueden ..
(1,06)’; 'agnqug la puncién esplé-

'd'é‘p‘ositividad, es la més

bazo, ~ys ganglios"linféti"cos" (106) .-
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4.3.0.~ TRATAMIENTO.

Los antzmoniales pentavalentes son las drogas de elecc:.én L

Antlmonlato ‘de- Meglum:.n o

‘de SOle (Pentostam) son los.

til:.dad comprobada .

muscular o i“intravenosa.:La: solucién de estlbocluconato ‘de sodio“ )
contlene 1 de ant:.monio pentavalente (100 mg/ml) [

Y ‘sevbvempl‘e‘a por-. via parenteral hasta la fecha ninguno‘

de'lq's medicamentos menglonados ‘se produce en México (69).

ETISHMANIASTS CUTANEA LOCALIZADA.

. ‘perfodoide’ 10"

ijS'»di‘as (69)
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4.3.2,- LEISHMANTIASIS MUCOCUTANEA, VISCERAL ¥ LEISHMA
8IS CUTANEA DIFUSA.

Se debera aplicar la dosis diaria de 60 mg/kg de
peso cox'.-poral,' durante 20 dias (69). Se ha recomendado el uso

de: Isot.tonato de Pentamldlna ‘a razén de 2 4 mg/kg de peso corpo—
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5.0.~

PARTE EXPERIMENTAL
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$.1.0.~ JUSTIFICACION.

" Las Leishmaniasis son un grupo de‘entidadés»51lnicas

causadés por diferentes especies y subespecies dé parasitos

perteneclentes al género Leishmania.

prevalenc1a de Lazshmaniasis cuténea: localzzuda (LCD)‘ A51 mis‘




mo, se ha incrementado los casos de Leishma'ni‘asi_s mucocutinea

cepas de Lei ﬁgnig ohoq;‘das'




5.1.~ OBJETIVOS

5.1.2- PARTICULARES

l_A) .7 -: OBTENCION Y CRECIMIENTO DE PARASITOS DE DIFEREN-

¥\ CONCENTRACION

_:UNA POSIBLE DIFERENCIACION ENTRE LA LELSH,MANI_A L MEX_ICAEA Y

) OTRAS ESPECIES
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6.0.- METODO ¥ TECNICAS PARA LA ADAPTACION Y CRECIMIER

TO DE LOS PARASITOS DE LEISHMANIA L. MEXICANA.
6.1.~ ESC N _DEL_METODO

’>Con la finalidad de mejorar la adaptacién y cantidad de

los parasitos de Leishmania L. mexicapa fue conven:l.ente 1a compa-




CUADRO NO. 4

DIAGRAMA DE FLUJO PARA' LEISHMANIA

".TOMADE: MUESTRA' | ;

:INOCULACIO DE‘
RATONES IM:1

- INCUBACION S POR:

i DE " LOS {RATONES'L

' " SACRIFICARYLO RATONES .Y CORTE
| DE:LAS’ ZONAS {AFECTADAS "PARA:LA
.:EXTRACCION;:DE;LAS: LETSHMANIAS

QUECI DO

: fRECOLECCI ON'. DE,}LOS PARASI TO.
L EN LA FASE: "LOGARITMICA

‘=EXTRACCION DEL KDNA
DEZLOS: PARASITOS

| PURIFICACIONY: UANTIFICACION
“DE:MINICIRCULOS;DE: :KDNA ;. HR
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tién fué realizada por una eléctroforesis en un gel de agarosa
al 1.0 % . ‘

‘ Para la realizacién del trabajo se eligieron 2 cepas de
parisitos de las 8 que fueron probadas, esta fuerdn deminadas co-
mo MC (MARXICRUZ), que produce Leishmaniasis cuténea localigzada
Y con la cepa G3 (GUSTAVO SOLIS), gue produce Leishmaniasis cuté-
nea diseminada ambas fueron cepas obtenidas de pacientes con ma-
nifestaciones clinicas en el Instituto de Diagnéstico y Referen =~

cia Epildemioldgica ( INDRE ).

€.1.1.- REACTIVOS Y MATFRIALES.
1) .- Bacto Beef
2) .- Bacto Peptona
3) .~ Bacto Agar
Vq)}— Sangre Completa
’5).-,§uffe:‘lox,3co R1
"6).- Bicarbonato de Sodio 1 M -

7) /'éibrﬁroﬁéeiSodiobl‘M._ )
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17) .- SDS 1%

18) .~ Spermidina
"19) .- Tris-HCL 0.5 M, pH 8.0
20);- TE 1X

21) .~ Microcentrifuqa

22).‘ Matraz Erlemeyer de O 5 V'E 1 O lts

23) .- Membranas Millipor de 0. 22, O 45 Micras y Equipo

de Filtracién M1111por

Probeta de derlo'de

REPARACIONES.

A) v~ Preparar la solucién de LocRB

nﬁmero 12

B) - Preparar el medxo‘de SENERJIE. ‘de ‘acuerdo‘al anexo: .

Tey.-= Preparar el medlo R MI-1640 y RPMI enrlqu

=acuerdo al anexo nﬁmero 12.
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6.1.3.~ STEMBRA.

A).- Se reallza primero una impronta del area afectada
en’ el paciente, esta impronta puede ser con el liquido extraido

de la’, 1esién con una jeringa o en forma directa de biopsias de

: de piel d 1" h rxda,‘vla muestra es. tefiida con Giemsa y observa-




FIGURA NO. 9

‘cnUns O CRECIMIENTO E LEISHAAHING

200 4

g
§
g 100 -
8
2
°
[

(Gustavo 50115)

Asuncién Sos et iénidel; tiempo
" pagacionde cepas’ de Leishm_ania . mexi:an
| de _sqvalcio ‘'social,..INDRE 1992

v
Reporte final-




nera conveniente para la obtenciédn de los minicirculos, en este
momento tambien se realiza un pase a un medio de cultivo nuevo
de . RPMI Enriquecido para mantener los pardsitos en crecimiento
o bien como reserva para necesidades posteriores.
G) .- Los pases de los pardsitos a un medio de manteni -
miento nuevo ( RPMI Enriquecido ), deberén hacerse en un perio-
‘do~maximo de 6 dias o bien si es antes al momento de que se for-
men rosetas‘éueAsoniacumﬁlés de parasitos originadas por la mis-

ma cantidad def”parésitos o por el agotamiento paulatino de los

nutrientes.

'6:1.4.= OBTENCION DEL KDNA DE LOS PARASITOS DE_LEIS
MANIA L. MEXTCANA.

"Una vez que los parasitos han sido crecidos hasta satu-

':racién en 1os medlos adecuados para parésitos, estos colectados

ben tubo ‘para centrifuga de 50 ml son centrifugados para la ex-

1extrac

én el KDNA de acuerdec a la técnica de purificacién de

;‘mlnlcirculos (ver anexo no.. 4).

bandas de péébé~ﬁole

ses) . Esto con el fin de poder dentlf;car cada una de las bandas

obtenldas en la d;gest;é
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de purificacién de minicirculos, contando con la cantidad adecua-

‘d.a de loé-ininicirculos elegidos ya purificados en base a la téc-
nic; de érecipitacién de DNA (ver anexo ‘no. 6).

» Se ha considerado que la cantidad adecuada de XDNA de
Leishmania en la realizacién del proyecto deberi de ser como mi~-
nimo 1 mcg (microgramo), en caso de no contar con dicha cantidad
sera conveniente realizar las extracciones necesarias de KkDNA,
esto con el fin de gue una vez de que se érranque con el tren -
de trabajo del protocolo dengaclén y cuantiflcac:Lén de 1a clona

no tenga que ser suspendlda por falta de mznlcirculos -] por fal-

ta del vector PBR322 dlgerldo.
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CUADRO NO. &

DIAGRAMA DE. FLUJO PARA EL'PLASMIDO. PBR322

'] CRECIMIENTODE ‘E 7 COLI
- HB1017EN LURTA“AGAR -

\CRECIMIENTO:DEE. cor..r
:\" HB101-EN:LURIA AGAR:
| SINJANPIBIOPICO : ..

| CUANTIFTCACION ‘DEL 'PLASMT. .
/'DO:PBR322: EN; GELES | DE ;AGA:
ROSA ™.
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7.0.- METODO ¥ TECNICAS PARA LA ADAPTACION Y CRECIMIENTO
DE LA CEPA BACTERIANA E. COLI HB 101 Y REPLICACION

DEL PLASMIDO PBR322.

7.1.- DESCRIPCION DEY, METODO.

Se probarén dos cepas de E. Coli, una de ellas provenien

te del cepario del INDRE ( HB10l1l ) y la otra proveniente del‘de‘ R

partamento de Bioguimica de la Escuele de Ciencias B;ologlcas del
IPN { HB101* ), con el Gnico fin de constatar por caracteristlcas
morfologicas Yy ‘su crecimiento en Medio Agar Luria ( LB ), Yy  se
trataba de la cepa bacterlana requerlda para llebar acabo la re -

,-\pllcac:.én del plasmldo PBR322.

Ambas cepas bacterlanas ( HB101 y HB101* )}, fuerdn creci -

’;das inicialmente en: medlo luria 1iqu1do 51n antiblotlco y poste -

‘;riox:mente se realizé un pase a med;o lurla agar en placa sin» anti .
E biotico" y se lncubarén a 37 grados centigrados po :

"una estufa a: temperatura contr lada




tura de -35 grados (ver anexo 16), con el fin de contar con cul-

tivos lo més reciente que fuera posible.

ra. la replicacién del plasmido PBR322 las bacterias

de’ E coli se hzcxerbn Competentes por 2 técnicas distintas (Ane -

; or 1as cuales se obtuviersn resultados muy similares
en’'cuanto, a'cantidad de cé&lulas transformadas conocida también

R _como ef1c1encia de trasformacién, siendo por lo tanto confiable

ualquiera de estas técnicas, nos inclinamos por el uso
debido a que los reactivos daban buenos resulta -
- preparacién ‘era.no mayor a un mes, en cambio para la

reactivos tenlan que ser preparados maiximo un dia

cante de 1a preparac:.on de las celulas competentes. Es recomenda-

,ble que el us de las células competentes sea en forma casi inme~-

’ ‘V'ydlata ya que las células p en 'su capacidad de competencia con

"forme avanzan las 24 horas :md:.cadas en la bibliografia.

701010 }gsncnvo‘s‘ Y ﬁATEEIamg.
'1)7- caldo Luria’

2) .- Agar Luria en Placa
3)‘.'7‘Prot‘einasa K .

4) .- ’Ta'lx

) 5) .—_‘Agua Destllada L

6) =
7{[

8).~ Tris—Hcl, pH 7.5,
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10) .- Tris-Hcl, pH 6.8, 1M
11) .- Agitador Magnético
12) .- Cronométro

13) .~ Charola de Pléstico
14) .~ Espectrofétometro

15) .- Hielo

16) .- Matraz Erlemeyer

17) .~ Microscopio

18) .- Micropipetas. de 10 ‘mcl; ‘SIOVIﬁcl;‘ 100 mcl"; yr ml

19) .- Papel Aluminid '_ g
20).
21)'.‘
22)'i-
23y

24) .- Ultracentrifuga

7. 1 2.- PREPAR&C!OEES--

“A) .= Preparar el Medio Lurla liquido con'y in ant:l.bio-

de acuerdo al anex n

‘B) .- Preparar e; Med}

Q).



Ampicilina y Tetraciclina, seleccionados estos debido a que el
Plésmido PBR322 conferird dicha resistencia, la bacteria fué cre-
cida inicialmente en Medjo Luria Liguido sin antibiotico.

B) .- Se realizé una tincién Gram con el fin de observar
las caracteristicas morfolégicas de E.COLI HB10l.

C).- Con el fin de comprobar si la bacteria de E.Coli
no habia sufrido algin cambio morfolégicé por los pases consecu-
tivos frecuentes, esta fué crecida comparativamente en Medio Lu~-
ri g Liguidg (LB) con antibiotlco y sin antibiotico.

: : D) - Para veriflcar que el crecimiento de 1la bacteria
E. goli ]-_iBlD era viable se realizd un pase a Medio Luria Adgar o-
m_a_gg con antibiot:.co y sin antibiotico.

De_'l

recrm:.ento en placa se tomo una muestra del

crec:un:.ento bacteriano Yy se conservo en glicerol a -30 grados pa

" ra ;nece ia dgs.futuras.

" 7.1.4.- SIEMBRA DE E. COLI HB101, EN MEDIO LURIA LIQUIDO
B 1. (LB) CON ANTIBIOTICO Y SIN ANTIBIOTICO.

La bacterla de E.Coli fué crecida en medio luria liguido

'sin ant:.biotlco corrlendo a la vez el crecimiento de la bacteria

en med:.o 1ur1a 11qu1do con ant1b.‘[ot1co como prueba blanco, con

el £in.de comprobar la res:Lst:encla de 1a bacter:.a de aqui se hi—._,




‘CUADRO 'NO.":6

DIAGRAMA'DE FLUJO PARA E. COLI -

~_.VERI FI CACIH ON DE LA :CEPA .

"BACTERIANA (PASES)"
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El crecimiento bacteriano fué verificado en forma visual

al termxno del ‘tiempo de 1ncubac16n . las cajas fuerdn sellédas

en la per:.feria or pape paraflna y conservadas en refrigeracién

\acer mensién- que los pases bacterianos a placas

de agar luria nuevas se realizarén en un periodo miximo de 5 dfias

‘7.2.~ REPLICACION DEL PLASMIDO PBR322,

Ofiginalmente la primera muestra del Plismido o Vector
’ PB}'23>22 V_<‘:on la cual se iniciaria la replicacidn fué obtenida del
,‘ bafnco'de' plasmidos del INDRE, 1la replicacién tiene como objeto
V elv_aume;nto de '15 cantidad del vector, esta fué relizada en la ce-
pa b‘a'c‘peri:a'ﬁa_. de E.Coli HB1O1.

T La cepa Bacteriana fué crecida primero en Medjo Luria -~
Iziguidb sin’ antibibtico ﬁasta la fasé loga;it:r_nica siguiendo su
: ﬁenéidad optica hasta 500-600 nanometros (rim)", enséguida la bac-
teria se hizd gompetente por la. técnica de células competentes

{ver anexo no.l), transformada tamblén en forma inmediata a la‘

competencia (ver anexo no.2), flna}l.men@: La b. cterla fué plaquea--v

cas de agar lur:.a

: de comprobar 51 en realxdad hubo transformacmn l'crecimiento’
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debers ser afirmativo en ambas placas esto debido a que la bacte-
ria a incorporado a su DNA el Pliasmido PBR322 el cual le ha con -
ferido resistencia a la ampicilina. .

Después de verificar el crecimiento bacteriano de E.Coli
en luria agar con ampicilina (provocado por la incorporacién del
plésmido PBR322 al DNA bacteriano), se procede a hacer de esa
placa un crecimento de E.Coli HB10l en gran escala en luria 1i-
quido con ampicilina siguiendo el crecimiento bacteriano en forma
6ptica hasta una saturacién con el fin de tener la mayor cantidad
de bacterias posibles para una mayor cocecha del plasmido PBR322.

Es de importancia la consideracién de la eleccién de la-
Ampicilina come el antibiotico que nos servira de gufa para la
determinacién de si la bacteria ha sido en realidad transformada
Ya que presisamente una vez teniendo 1a cantidad adecuada del
Plésmido o Vector PBR322, el gen que’c6difica para la resistencia
a la Ampicilina que tiene un tamafio de'900 pb (pares de bases),
serd restringuido o digerido con 1a enz:.ma D:a I 1la cual tiene
tres sitios de restriccién sobre el plasmido localizados en las

siguientes posiciones; 3232 pb, 3251 pb, -3943 pb, que como se ob-

serva en la estrategia 1 , casi todo el .gen de re51stenc1a a 1a'

ampxcll:ma (Apr) desaparece, en cuy

centracién,:en este gelise correr4. paralelamente’’dos marcadores .-




de Pesos Moleculares, una muestra del plésmido perfectamente iden

tificado qgue servird como referencia, sera inclufido tambien en

. este gel una Curva de Concentracién con cantidades de DNA bien

determinadas en un valor de concentracién minimo de 100 ng (nano-
gramos) hasta un méximo de 500 ng por microlitro (mecl).

Este gel de agarosa nos servira tanto para la identifi-

cacién del plasmido, para determinar la concentracién asi como

para la determinaciéh de la pureza del mismo plé&smido.

B 7.2‘.51.-» 'SELECCION DE LA ENZ2IMA DE DYIGESTION.

Fué selecc:Lonada la Enzima Dra I como la encargada de

i dlgerlr el plésmldo PBR322, esta enzima ofrece la opcién de poder

) romperi 1 plasmldo en dos o més. fragmentos pudiendose insertar -

en: este espaclo un nuevo fragmento de DNA provenlente del cineto-

plasto‘ de los pérasxtos de Lej,shmania 1. megicana.

A dlferencla de otras en21mas que podrian romper al plés o
s serv:.r:.an para cumpllr nues-.' -

“tro objetivo o'bien qu

0lo originarxan una separacién del plés

ue de igual manera no nos:se

: .la estrategi :

vpox: presipltaclén con etanol (ver anexo'no.”5):del ’plasmid d:.g"e;f =
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rido seguido de un corrimiento electroforetico del mismo plasmido
en gel de agaroasa al 1 $ , en donde se eligira el fragmento del
plasmido de alrededor de .3400 pb que nos servira como vector de
clonacién, una vez elegido el fragmento sera tratado de acuerdo
a la técnica de extracciones con fenol (ver anexo no.6). Como re-
sultado final de esta extraccidn se tendra solo el fragmento se -
leccionado (3400 pb), que nuevamente serd analizado en otro gel
agarosa al 1 § solo como comprobacién de que realmente se cuenta
con el fragmento del pldsmido PBR322 adecuado comparando siempre
todos los corrimientos eléctroforeticos'contra un estandar y un
marcador de pesos moléculares también conocido e identificado.
Una vez teniendo al fragmento del plismido purificado, -
cuantificado e identificado perfectamente y contando ya cqn,los‘
ffagmentos de KDNA de Leishmania 1. mexigcapa procédexf‘emosv a la
ligacién del vector y los fragmentos dé kDNA por el xﬁéf.ocio de Li~
gacién Tailing. ) ) S ‘
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8.0.- 'RESULTADOS Y ANALISIS.
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ESTRATEGIA DE RESTRICCION

1

4000 pb
ral .

as

s
o pra NG
3232 b’

Posibles sitios de restriccién en el pldsmido PBR322
sobre los cuales puede:actuar la enzima DRA I con la
finalidad ‘de. insertar minicirculos de Leishmania.



ESTRATEGIA DE RESTRICCION

2

I\S Ry ligasa
Co = FoR32z )\ 09858
Dral -, : ‘37 CI_“.S HI’§ : - 3:632pb. gerl 4 KDHA.S’ .
5251 pb g S :

D NG -1+ 3200 pt
3232 b PR

——————880pb""

“posibles clonas formadas con el plasmido PBR322 &igeri P
doa con' 1a enzima DRA'I'Y los minicfrculos’ de;geisbmgn;a‘ .
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8.1.1. SELECCION DE_LA CEP, E _E.COL 01

CRECIMIENTO EN MEDIO LURIA LIQUIDO Y AGAR CON
ANTIBIOTICO Y SIN ANTIBIOTICO

TABLA NO.1
MEDIO LB S/AMP LB C/AMP LA S/AMP LA C/AMP.
HB10O1%* 4+ - 4+ -
HBl01 3+ - 3+ -

VALOR MAX. CRECIMIENTO
NO HAY CRECIMIENTO

CRECIMIENTO DE LA BACTERIA EN LURIA AGAR SIN

AMPICILINA.
. 'TABLA NO.2

. OBSERVACTONES . HB101* HB101

. “».CARACT, <% . |'COLONIAS DE COLOR | COLONIAS DE COLOR

| BLANCO, PEQUENAS DE | BLANCO, PEQUERAS
ASPECTO " CREMOSO. DE ASPECTO

S CREMOSO.

" CRECIMIENTO a+ 4+
M BASTONES GRAM NEGA- | BASTONES GRAM
TIVOS, NO FORMA NEGATIVOS, SI

HIFAS = - FORMA HIFAS

" FORMAN FILAMENTOS | FORMAN FILAMENTOS

' FORMAN AGREGADOS FORMAN AGREGADOS




CRECIMIENTO DE LA BACTERIA HB101 EN MEDIO LURIA LIQUIDO
CON ESTREPTOMOCINA .

TABLA NO. 3

CEPA CRECIMIENTO CARACTERISTICAS

FORMA AGREGADOS CRE
HB10O1x* 4+ MOSOS QUE SE DISGRE
GAN FACILMENTE CON-
AGITACION GENTIL.

FORMA AGREGADOS CRE

HB10l 4+ MOS0OS QUE SE DISGRE
GAN FUERTE AGITA -
CION.

DIFERENCIACION DE LA CEPA BACTERIANA POR TRANSFORMACION
CON EL PLASMIDO PBR322.

TABLA NO. 4

CEPA . || CRECIMIENTO || CARACTERISTICAS [[EFICIENCIA DE
TRANSFORMACION

COLONIAS PEQUERAS g

HB101% 4+ CONCAVAS, COLOR - 1,15 X 10

AMARILLO AL CEN -
TRO CON ORILLAS -
TRANSLUCIDAS ¥ =~
BORDES RUGOSO0S.

- S By : COLONIAS PEQUERAS
~HB101'" Ry T CONCAVAS DE COLOR
SR I S AMARILLO CON BOR-
DES CIRCULARES.
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ESTA TESIS No Dope
s.1.2.- mnisise SALR DE LA BIBLIGYECA

Después del primer intento de transformar la bacterii
E.cali HB101l con el Plasmido PBR322, el cual fué fallido, no te-
niendo ninguna bacteria crecida en el Medio Luria Liquido con Am-
picilina como antibi6tico; Sabiendo que la cepa de E.Coli es un
excelente hospedador para PBR322, se hacia necesaria la compara-
cién de la cepa bacteriana con la cual se contaba y sabiendo ade-
mds que la Gltima vez que se hacia un reconocimiento de la cepa
tenia cuando menos tres meses gue no se realizaba,pero sin embar-
go la bacteria si se resembraba o se hacian pases a otros cajas
de Luria Agar sin Ampicilina.

. Tanto la cepa de E.Coli y el Pldsmido PBR322 habian sido
proporcionados por el INDRE (Instituto Nacional de Diagnéstico -
_y.Referenqia Epidemiologica). Considerando los resultados de la
t:ansfo:macién se pidié una nueva cepa de E.Coli HB101 asi como
:ée;‘Plésmido PBR322 al departamento de Bioguimica de la Escuela-
Nacional de Ciencias Biolégicas del IPN, de esta manera fue posi-
-ble 1a verif1cac16n de la cepa de E.Coli y del Plasmido PBR322-
¢con 105 que se contaba. Las Cepas se identificarén de la siguien-
}te manera la cepa del INDRE fué reconocida como HB10l1l y la cepa
donada por el IPN fué identiCicada como HB10O1%.

Como muestran los resultados en la tabla no.l el creci-
miento de las dos cepas bacterianas son iguales en los mismos me
dios de cultivo, en la tabla no.2 haciendo una comparacién de
las caracteristicas de las colonias, de la tincibn Gram, asi co-

mo de su crecimiento a diferentes, temperaturas tampoco nos da la
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suficiente informacién para poder concluir si la cepa HB10l ha -
bia sufrido alguna posible mutacién o cambio en su membrana que-
le impidiera su transformacién con PBR322 o bien quiza el proble
ma era algin cambio sufrido en el Plasmido PBR322,

Un nuevo intento para la determinar la capacidad de tra-
naformacién de la cepa HB101, fué el crecimiento de ambas cepas -
en Luria Liquido con estreptomicina a una concentracién de 10 mg-
por ml; La tabla no.3 refleja que aparentemente no hay diferencia
alguna entre las dos cepas y que quizi se cometié alglGn error en-
el desarrollo de la primera transformacién.

Consideramos que la prueba gue nos daria mayor informa.—

cién para decidir la seleccién de la cepa a usar entre HBlOl Yy -

la cepa HB101l* seria la transformacidn de ambas cepas con_ ellplés

mido PBR322 proporcionado por el INDRE, de cierto modo el lésmi‘ :

do determinara si el problema radica en las bacterias o. 'es cues -

tién del Plasmido (hasta este momento el Plasmido donado por el -

IPN no ha s:.do utllizado) ‘De esta manera al realizar la transfor
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III.3 REPLICACION Y EXTRACCION DEL PLASMIDO PBR322.

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE PBR322 EN AGAROSA -~
NORMAL AL 0.8 % .

TABLA NO. 5

MUESTRA ENZIMAVOLUMEN | VOLUMEN] VOLUMEN | INCUBACION
MUESTRA] AGUA BROMURO 65 C

PBR322 ECO RI|| 5 MCL (|10 MCL 5 MCL 10 MIN

PBR322%* DRA I 5 MCL }]10 MCL 5 MCL 10 MIN

PBR322f - 3 MCL |12 MCL 5 MCL 10 MIN

PBR322f’ {{DRA I 3 MCL 12 MCL 5 MCL 10 MIN

PBR322 = Muestra de referencia donada por el INDRE.

PBR322*= Muestra de Plasmido donada por el INDRE.

PBR322f= Muestra extraida de la cepa HB1l0l*, usada
come referencia en la restriccién, no fué
digerida con la enzima DRA I.

PBR322f’= Muestra extrafda de la cepa HB101l%*, dige-
rida con la enzima DRA I.

FIGURA NO. 10

———PBR 322 S/DRA ]

PBR 322/ECO R1

PER 322 /DRAT -~ 9,916 pb

PBR 322 /DRAT - 4,363pb Lineo!

RNA
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CORRIMIENTO ELECTROFORETICO PARA DETERMINAR LA CONCEN
TRACION DEL PLASMIDO PBR322 EN GEL DE AGAROSA NORMAL
AL 0.8 % .

TABLA NO. 6

MUESTRA ENZIMA| VOLUMEN{ VOLUMEN || VOLUMEN | INCUBACION
MUESTRA| AGUA BROMURO 65 C

AHing III - 2 MCL |13 MCL 5 MCL 10 MIN

PBR322f - 1 MCL {14 MCL 5 MCL 10 MCL
DNA - 2 MCL {13 MCL 5 MCL 10 MCL
DNA - 3 MCL [[12 MCL 5 MCL 10 MCL
DNA - 4 MCL ||11 MCL 5 MCL 10 MCL
DNA - 5 MCL |10 MCL 5 MCL 10 MCL

AHind III= Marcador de Pesos Moléculares.
PBR322f = Muestra extraida de la cepa HB10l1l*, usada
como referencia de la restr:.ccion, esta -
no fué tratada con la enzima Dra I. R
DNA = Muestra de DNA del fago Lamda a una concen :
trac16n determinada de 50 ng/mcl. e :

FIGURA NO. 11

123456

Marcodor de pesos

Corriles 3,4,5 y 6
Hind I .

DNA de A o 50 ng/mel



COMPROBACION DE LA CONCENTRACION DEL PLASMIDO PBR322 EN
GEL DE AGAROSA NORMAL AL 0.8 % DE CONCENTRACION.

TABLA NO. 7

MUESTRA ENZIMA|PRESIPITADO)VOLUMEN || VOLUMEN || VOLUMEN
CH3COONH4 [[MUESTRA|| AGUA BROMURO

AHind III - NO 3 MCL 12 MCL| 5 MCL
DNA - NO 1 MCL 14 MCL| 5 MCL
PBR322f/ SI SI 1 MCL 14 McL|| 5 MCL
PBR322f’ sI SI 1 MCL 14 MCLfl 5 MCL

" PBR322f¢/ sI SI 1 MCL 14 MCL|| S MCL

DNA = '= Muestra de referencia a una concentracién de-

250 ng / mecl. .
PBR322£ '—‘Muestra extraida de la cepa HB101%*, digerida-
: con la‘enzima DRA I,y pres:.pltada para la pu
1cac1on del mlsmo Plasmido.

~'FIGURA;NO

Morcador de pesos R y
_~—"DNA de A o 50ng/mel .

PBR 322/DRA 1~ 9,416pb . -
Hind :
PBR 322/DRA 1-4,363pb

RNA
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CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE PBR322 EN GEL LPM (LOW-
MELTING POINT) AL 1.5 % .

TABLA NO. 8

MUESTRA ENZIMA [ VOLUMEN | VOLUMEN| VOLUMEN | INCUBACION
MUESTRA] AGUA BROMURO 65 C

AHind III - 5 MCL [[10 MCL 5 MCL 10 MIN
PxX 174 - 1.5 MCL||13.5MCL|| 5 MCL 10 MCL
PBR322f - 2 MCLj13 MCL 5 MCL 10 MCL

PBR322f/{IDRA I 10 MCL 5 MCL 5 MCL 10 MCL

PBR322f/|DRA I 10 MCL 5 MCL 5 MCL 10 MCL

PBR322f/(DRA I 10 MCL 5 MCL 5 MCL 10 MCL

AHind 1III= Marcador de Pesos Moléculares
PX 174= Marcador de Pesos Moléculares
PBR322f= Muestra de Plasmido extraida-

" de la cepa HB101i*, usada como
referencia en la restriccién.
PBR322f’= Muestra de Plasmido extraida-
de la cepa HB101*, digerida -

con la enzima DRA I.

FIGURA NO. 13

Marcodores de pesos
_——PBR 322 S/ORA 1-Corril no.3

A Hind m{ ~—PBR 322 /DRA 1~ 9,4i6pb

¢X 174 {

PBR 322 /DRA 1-4,363pb

ea



TRATAMIENTO CON LA ENZIMA BAP DEL PLASMIDO PBR322 DIGE ~

RIDO CON LA ENZIMA DRA I.
TABLA NO. 9
MUESTRA ||ENZIMA|EXTRAIDO)PRESIPITADO|TRATADO||REPRESIPITADO
DE LMP CH3COONH4+ICON BAP| CH3COONH4+
AHind III - NO NO . NO NO
Px 174 - NO No NoO NO
PBR322* SI NO SI NO NO
PBR322f/ ST SI SI NO NO
PBR322f’ SI ST SI SI SI
A Hind III= Marcador de Pesos Moléculares
PX 174= Marcador de Pesos Molé&culares
PBR322* = Extraido de la cepa HB101*, digerido con la enzima
DRA I, es usado solo como referencia para comparar
la muestra de PBR322 tratada con BAP.
PBR322f’= Extrafido de la cepa HB101*, degerido con la enzima
DRA I, extraido de LMP.
PBR322f’= Extraido de la cepa HB10l1*, digerido con la enzima

DRA I, extraido de LMP y tratado con BAP.

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DEL PLASMIDO PBR322 TRATADO -

CON LA ENZIMA BAP EN GEL DE AGAROSA NORMAL AL 0.8 % .
TABLA NO. 10

MUESTRA TRATADO | VOLUMEN VOLUMEN VOLUMEN
CON BAP {| MUESTRA AGUA BROMURO
A Hind IIIX - 2 MCL 13 MCL 5 MCL
Px 174 - 1 MCL 14 MCL 5 MCL
PBR322% - 2 MCL 13 MCL 5 MCL
PBR322f ¢ - 2 MCL 13 MCL 5 MCL
PBR322f SI 2 McL 13 MCL 5 MCL
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TABLA NO. 14

Marcadores de pesos

Corrit no. 3, PBR 322/DRAL

AHind I Carril no. 4, PBR 322/DRA T, 5/8AP"
Corril 0.5, PBR 322/0RA 1, C/BAP
ox 174 {
RNA
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8.2.1. AN 8I8 D ESULTADOS
. ' Con la finalidad de poder determinar que el plasmido ex-
traido de la cepa de E.Coli HB101*, era realmente PBR322, después
de la extraccidn se corrio electroforéticamente un gel de agarosa
normal al 0.8 % (ver anexo no.8). En este gel de agarosa fuerdn
incluidas dos muestras del Plismido PBR322 ya muy bien identifica
das las cuales fuerén; una muestra del Plasmido PBR322 digerida
con la enzima Eco RI y una muestra del Plasmido PBR322 digerida
con la enzima DRA I, ambas muestras servirian para determinar si
la muestra extrafda era realmentbe el plasmido deseado,de la mues-

tra extraida de las; células de E. Coli* , la mitad (30 mcl), fué

dlgerida con. la enzm RA I contando asi ahora con dos muestras

de °B‘!322 ambas de>30 mcl; una: igerida con la enzima DRA I y la

otra s:.n dlg

éctr_oforético distinto al

que cozresponde a Mo ecular, que determinan que

el Plésmido ha s:.do digerido por la enzima DRA I, es bien cierto
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ambas muestras no se pueden comparar con la muestra que serviria
de referencia, que corresponde al Plismido PBR322 digerida con
DRA I que se encuentra en el carril no.2 debido a que la muestra
presenta cierto grado de degradacién. Refiriendonos a la muestra
del carril no.1, que corresponde al Plasmido PBR322 digerida con
la enzima Eco RI muestra una sola banda muy intensa que es un pa-
frén electroforético muy distinto al que presentado por la enzima
DRA I en el mismo Plasmido PBR322.

Antes de continuar con el consumo del Plésmido PBR322f’
extrafdo de la cepa HB101* se reali;é_u'n 'ckorrimiem:o electroforé-
tico en agarosa normal al 0.8 % en ‘c‘oi‘ucent.ra’cién para determinar
la concentracién del Pl&smido PB‘R:'!AZV‘Z;f':, en este gel serd incluida
una curva de concentraciones de DNA :deﬂ Lamda a una concentracidn
bien determinada, esta muesfré f};é‘vai‘ii;uirj.da a BRL Laboratories.

Observando la fotbgrafla no. 11, los carriles marcados

del 3 al 6 corresponden a 1a curva de concentracién del DNA de

Lanmda, puede determ:.narse un camente por la intensidad de las ban

das que la concentracién del DNA de Lamda va'en aumento de-un mi-
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ta con cantidad de 9 000 ng o 9.0 mcg, repartidos en dos alicuo -
tas de 30-mcl; En el carril no. 1, se encuentra un marcadof de
Pésés ﬁoléculares gue esAHind III, este servira como referencia
paraﬂide‘ntificar la banda del PBR322f en base a su Peso Molecular

1 No muy contentos con la resolucién de la fotografia refe-
rehte a que no se define muy bien la concentracién del Plas-
mido se decidio realizar un nuevo gel de agarosa a una concentra-
cién del 0.8 % ,en este gel se incluyo un marcador de Pesos Mole-
bvculares que servira de referencia en el carril no. 1, en el ca -
'rr‘il’ no.2 'sg encuenﬁr;\ una muestra de DNA de Lamda a una concen -

traciéh' de "Sd‘ng / incl, en ios carriles 3 y 4 se encuentran una

muestra por duplicado del Plésmido PBR322f’ digerida con la enzi-

'y psnazzf' (tratada con DRA I) i se proced:.o a la estracc:l.én de la-‘
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banda de nuestro interes que sera nuestro Vector, para este fin
se eligfo correr la muestra en un gel de agarosa de Bajo Punto -
de Fusidn a una concentacién de 1.5 § , la seleccién de este gel
y a esta concentracién tiene varias finalidafles; Nos facilitara
la extraccién de la banda de nuestro interes debido a que por la
concentracién permite una mayor separacién de las bandas del pa -
trén electroforético y ademas la constitucién de este gel hace
gue el DNA pueda extraerse ficilmente sin que queden restos del
gel en las muestras de DNA.

Es de esperarse que entre mayor sea la concentracién del
gel este favorecera un mejor desplazamiento de las bandas de peso
molecular bajo guedandose en la parte alta del gel las bandas de
mayor peso molecular, si el peso molecular es muy alto se da el

caso de gque estas bandas salgan4 apenas del pozo de deposito o en

el otro caso de que ni siquiera 1ogren separse dando la impresién

de que se trata de u

Al observar a: figura no. 13, que corresponde al.corri -

'miento electroforétlco del ,Plésmido PBR322 extraido de la cepa -

HBlOl* en agar LMP al 1. todas las muestras no tienen una

separacién adecuada de las iba das de peso molécular alto, esto

se basa en la explicaclén antes dada, los patrones electroforétl-

cos de los carriles 1’ y 2 correspo e ;a' los marcadores de pesosl‘ A




4, 5y 6 corresponden al Plismido PBR322f’ (digerido con DRA I)
como se contaba con un volumen de 30 mel, la muetra se dividio
en tres alicuotas de 10 mcl cada una y las tres muestras fuerén
corridas para extraer la banda de nuestro interes y contar asi
con una cantidad suficiente para las ligaciones con los KDNA’s
de Leishmania 1. mexicana.

La banda extraida del gel LMP al 1.5 % , fué la que se
aprecia con mis intensidad en los carriles 4, 5y 6, el gel fué
cortado con un bisturi solamente por las orillas de la banda tra-
tando de no cortar mis gel que no contubiera la banda o bien tra-
tando de no dejar algo de DNA de la banda en el gel, 1los tres
fragmentos fuerén colocados en tubos eppendorf y tratados de en
base a la té&cnica no. 7; )

No se podria determmar en cxerta manera el Peso Molecu-

lar de la- banda de 1nteres ebido a que el marcador de Pesos Molé

separacién de las bandas causa-

culares no pre enta na’ mu

ciones vensionadas anteriormente refer -

que hubiesen guedado del

‘excesos de los restos de

lo més limpio posible se

ria: 1os exttemos fosfa =
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tos de los extremos rasurados del Pl&smido PBR322 digerido con
la enzima DRA I, finalmente el Plasmido PBR322f’ después de ser
tratado con la enzima BAP fu& nuevamente reprecipitado con aceta-
tos para eliminar el exesos de sales y de la misma enzima BAP.

El Plasmido PBR322f’ reprecipitado fué coxrido electro -
foreticamente en un gel de agarosa normal al 0.8 % de concentra -
cién para determinar, si la enzima realmente logro eliminar los
grupos fosfatos de los extremos del Pl&smido PBR322f’tratado con
la enzima DRA I, y tambien poder determinar si la concentracién
del Vector o Plasmido PBR322f/no se ha modificado mucho por las
precipitaciones con acetatos para mejorar su calidad.

Al analizar la figura no. 14, que correspende al corri. -
miento electroforético del Plasmido PBR322f’, comparando el Peso-
Molécular de la muestra del carril no.4, que corresponde al pPlas-
mido PBR322f£’ tratado con BAP no difiéré mucho en cuanto a Peso -
Molecular y concentracién de la banda ccrrida en el carr:l.l ne.s -

que pertenecen tambien al Plasmido PBR322f’ ‘el cual no fué trtado S




una muy buena resoluciédn en cuanto a la percepcidén de las baﬁdas
( esto debido quiza a gue el gel de agarosa al 0.8 % tiene mucho
espesor o bien sea debido a que al momento de colocar el gel en
la cAmara de electroforesis se colo una burbuja la cual ocasiono-
un abultamiento de esta parte del gel afectando tambien el corri-
miento del marcador de pesos moleculares (PX 174) . Comparando el
peso molécular del vector de los carriles 4 y 5 , con el marcador
de pesos moleculares del carril 1 que corresponde a)Hind I1I es
aproximadamente de 4,363 pares de bases comparandola con la flti-

ma banda del marcador de pesos moleculares que es de 4,360 pb.
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8.3.0. C E C CONC o)

o} (o] ULO8 ) I8! N XI=

CANA.

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO EN AGAROSA NORMAL AL 0.8 % =

DE LOS MINICIRCULOS DE KDNA.

TABLA NO. 11

MUESTRA ENZIMA | VOLUMEN | VOLUMEN| VOLUMEN| INCUBACION
DRA I [IMUESTRA|| AGUA BROMURO 65 C

AHind III - 5 MCL 10 MCL{| 5 MCL 10 MIN

Px 174 - 1.5 MCL{{13.8SMCL{| 5 MCL 10 MIN
KDNA MC SI 10 MCL 5 MCL 5 MCL 10 MIN
KDNA GS ST 10 MCL 5 MCL 5 MCL 10 MIN
kDNA Js SI 10 MCL 5 MCL 5 MCL 10 MIN
KDNA HF SI 10 MCL 5 MCL 5 MCL 10 MIN
KDNA CR SI 10 MCL 5 MCL 5 MCL 10 MIN

KDNA YUCA SI 10 MCL 5 MCL 5 MCL 10 MIN

KDNA DONO SI 10 MCL 5 MCL 5 MCL 10 MIN

AHind IIT = Marcador de Pesos Moleculares
X 174 = Marcador de Pesos Moleculares
KDNA = Muestras de DNA de minicirculos de diferen
tes pacientes con manifestaciones clinicas
de la enfermedad de Leishmania L. Mexicana
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FTIGURA NO. 15

t 2 3 4 56 78

Morcador de pesos

AHind m

Morcodor de pesos

Potrdn electroforetico
de los hDKAS de
s muestras prodlemo

dx 174

el Bromuro_de Efidio,

Volor det punlo medio de
fos pozos de desdsite .

Gcmf'

Ditloncio recorrido’ por
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CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LOS MINICIRCULOS DE LEISH
MANIA L. MEXICANA PURIFICADOS EN AGAROSA NORMAL A LA CON
CENTRACION DEL 0.8 % .

TABLA NO. 12

MUESTRA || ENZIMA || VOLUMEN | VOLUMEN | VOLUMEN | PRESIPITADO
DRA I [[MUESTRAJl AGUA [BROMURO( CH3COONH4
AHind III{ - 2 MCL (13 MCL || 5 MCL NO
X 174 - 2 MCL {13 MCL | 6 MCL NO
kDNA MC SI 2 MCL fl13 McL | 5 MCL sI
kDNA MC SI 2 MCL (|13 mMcL || 5 MCL sI
kDNA GS sI 2 MCL |13 MCL || 5 MCL SI
kDNA GS SI 2 MCL 13 MCL || 5 MCL sI

A Hind III= Marcador de Pesos Moléculares
PX 174= Marcador de Pesos Moléculares
kDNA MC= Minicirculos de DNA de Leishmania L. M.
Difusa.
KDNA GS= Minicirculos de DNA de Leishmania L. M.
Localizada.

- 'FIGURA NO. 16

Morcodor de pesos

A Hing

Marcador pesos
Patrones electroforeticos
del kDNA de MC y GS
Purificados.

tx 174




FIGU]M No. 17
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CURVA DE CALIBRACION EN Rf’S DEL MARCADOR DE PESOS Héb!-

CULARES ¢x 174.

Distancias de las bandas pertenecientes al Patrén Elec -
troforético de ¢Px 174,

lra. Banda - 4.95 cm

2da. Banda - 4.35 cm

3ra. Banda ‘f’ f3;95 cm:

ata. Banda = ‘3}55 cmr

5ta. Bandé o= 3;50 cm‘

Dist. Recorrida Por elfobmqrq aé'Et1di9”

CONSIDERACIONES.
A.- Punto Medio de’
un e1'Valpr de.cERO[

B.- La dist. rec

como 'el.frente’de avance con:u

:Para/e; cdlculo de:los.valores-de'R

m s rés:del DNA ¥y

nto'mayor.a cualquier mues-

tia ae DA
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‘€.~ 3.95 cm

VALORES DE Rf DEL MARCADOR DE PESOS ?x 174.

VALORES DE Rf pb DE’ 9X 174
(%) eyl

A.- 4.95 cm / 6.0 cm = 0.825 T T
B.- 4.35 cm / 6.0 cm = 0.725 f»’;édii

6.0 cm =0.658

D.-'3.75 cm./ 6.0 cm = 0.625°

NN T~ ~

5 10

0.87689 , B =~ 2 29718

O 675

0 742

q.apa'

s 26081, B % -1, 3768 %10 1,,"

“VALORES DE DISTANCIA ) pb CORRESPONDIENTES;

A~ 4.05 cm
UBy- 4.45.cm o . sge.0’
“ielziaies em L S U 208l40
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8.3.1. ANALISIS,

Una vez realizada la extraccién del kDNA de los minicir-
culos de Leishmania l. mexicana de acuerdo a la técnica para la
purificacién de minicirculos (ver anexo no. 4), fueron purifica -
dos por la técnica de precipitacién con acetatos (ver anexo no.5)
esto con la finalidad de contar con el kDNA lo mis limpio posi -
ble..

La extraccién del kDNA se realizé a todas las muestras
con las que. se contaba que fneron.

a) - Gusta\;o SOllS ‘(Gs) - Produce Leishmaniasis cutdnea difusa
b) Heri rto Frias ‘HF) - Produce Leishmaniasis cutédnea difusa
Produce Leishmaniasis cut&nea localizada

centrac 6n y:.calida

,‘ra no. 15 los dos; marcadores de pesos que son FIH:Ln III: y(px‘ 174}_ o 'i ,y
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ambos muestran muy buena resolucidn lo que facilité la determina-
cién en forma mis adecuada del peso molecular de las muestras de
KDNA, al analizar las muestras en el orden en el cual fueron co -
rridas electroforéticamente como aparecen en la tabla no. 11, el
patrén electroforético que proyecta la muestra de MC en el carril
nlGmero 3, presenta una banda al mismo nivel de la tercera bhanda
del marcador de pesos moleculares X 174 la cual corresponde al
peso molecular de 872 pares de bases, ademas presenta dos bandas’
mds una a la altura de 500 pb y la Gltima a 300 pb aproximadamen
con respecto al marcador de pesos moleculares.

Al analizar el patrén electroforético de la muestra del
carril no. 4 la cual corresponde a Gustavo Solis (GS), las bandas
presentan un peso molecular muy similar a las bandas pertenecien-

tes a la muestra de Mc solo que 1a concentrac:.én es mayor en la

muestra de KDNA de Mc que de Gs 1 concentrac:.én calculada para

la muestra de MC es de 600 n e‘. eysta muestra se cuenta

con un volumén total de 40 mc1-5(72400°ng ), ihientras que para la
muestra de GS se calcula un. "ac16n de 400 ng / 10 mcl ,

de esta muestra s’e_c‘ e 40 mcl ( 1600 ng ).

orrida; en e1 carril no.
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reflejan que cuentan con las condiciones necesarias para la liga-
cién con el Vector PBR322 el cual ya ha sido previamente digefido
con la enzima DRA I. ‘

De este gel de agarosa se extrajeron las bandas que co -
rresponden a 872 pb , el gel de agarosa fué recortado muy cuida -
dosamente en la periferia de las bandas de MC y G5 y fuerdn tra -
tadas de acuerdo al anexo no.7 , para la purificacién de la banda
y posteriormente las muestras extraidas fuerdn corridas electrofo
réticamente en agarosa normal al 1.0 ¥ , esto con la finalidad
de poder determinar la concentracién y calidad de las bandas ex -
traidas.

Al observar la figura nGmero 19 que corresponde al gel
f 8 %

de agarosa al en este fueron corridas cuatro muestras que

corresponden Mc,-;_GVS y .GS, las dos primeras corresponden a
L.c.L. y las. [ dos corresponden a L.C.D., se puede deter -

minar que la; concentracién de MC duplica a las dem&s muestras

haciendo mencién*que l‘ cant:.dad de muestra dispuesta para el gel

n ‘ebl éafril nGmero 3, ( de esta

tambien a Mc, la banda no’ presenta la mJ.sma 1ntensxdad como 1ay.
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muestra corrida en el carril nimero 3, esto fué debido a que
al momento de que estaba gelificando la agarosa el peine utiliza-
do para la formacién de los pozos de depbsito el diente del peine
que formarfa la cavidad nimero 4 presentaba en su parte inferior
restos de plastico que origind una perforacién en el gel ocasio -
nando la perdida de muestra, no obstante la poca concentracién
gque resté refleja las mismas caractéristicas que el resto de las
muestras.

Aungue en este momento se contara ya con los fragmentos
de kDNA de Leishmania l. mexicana y con el Vecﬁor de PBR322 dige-~

rido con DRA I, era necesario realizar" una comprobacibn mas ade -

cuada del peso real de las bandas presentadas por los patrones -

electroforéticos de todas 1as muestras evlos kDNA’s, para lo que

se determinarén 1os Rf's de toda ‘la: stras incluyendo el mar-

> dor de pesos (px 174, se
1 nﬁmero de pares de bases
y lés muestras problema ;

én del marcador §0x 174 y alﬁv

de 1as muestras problema por medxo de la Ecuacibn de la Recta.
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Tomandor como referencia la figura no. 15, para la deter -
minacién de los|valores de Rf, considerando para este fin la dis-
tancia recorrida por las muestras entre la distancia recorrida
por el bromuro | de etidio bajo las mismas condiciones de tiempo.

Se tomo|como punto de inicio o valor de cero el punto me-
dioc de 1los pgzos de deposito y como la distancia recorrida por
el bromuro de|etidio el valor de 6, ambos valores expresados en
centimetros.

La curva de célibracién para la determinacién del nimero
de pares de barses se réalizb tomando como referencia las distan-
cias presentajas por.éada una de las bandas de el patrén electro-
forético del marqédo:l'ci:e pesos moleculares PX 174, los cuales
fuerén grafica{dors er% ‘érlbeje de las Y por ser la variable depen -
diente, y en el eje ?rle{v_‘ias X fuerén graficados los pesos molecu-
lares de cada ﬁn'a: ‘de‘ias’ bandas del patrén electroforético del
mismo marcador (PXA i74 por ser considerados como las variables in-
dependientes, se tomé como referencia al marcador qJX i74 ya los
pesos - moleculares de cada una de sus bandas son mis semejantes

|

a los valores de las muestras problema.

Para célcular el peso molécular de 1as bandas del atrbnb R

electroforético de todas las uest

1 .

son muy simi-
ada.una de 1as'bandas

- prdbiémé e}é de, Mc a 1a cur-

'va de calibrac:Lb Y haciendo -uso; de la:Regresién ‘Lineal 1os valo
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res determinados fuerén: 879 pb para la banda en la primera po-
sicién, 587 pb y 300 pb para las bandas en la segunda y terce—
ra posicién. Determinamos también por la semejanza en las dis-
tancias de las demas bandas del patrén electrofor&tico de las
demas muestras poblema que tienen los mismos pesos moléculares
que las bandas de MC.
Haciendo uso tambien‘de los resultados de la Regresidn
Lineal fuerdén c&lculados los valores equivalentes de pares de
bases para el patrén electroforetico de MC considerando en vez-
de los valores de Rf la distancia de las bases en centimetros;-
fuerdn encontrados resultados muy semejantes en donde para la -
banda en primera posicién fuerén determinados 879.5 pb, mien -
tras que para las bandas en segunda y tercera posicidn, fuerén-
encontrados los valores de 589 pb y 298.4 pb respectivamente.
Consideramos que contamos ya con la banda adecuada de -
KDNA de las muestras de MC y GS para llevar acabo la construc -
cién de la sonda, hac1endo uso de ‘el vector PBR322 (dlgerido -

con DRA I).
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8.4.0. CLONACIO EI, VECTO! 3 G -
CON RCULOS SHMAN

EL METODO DE TAILING,

CONSIDERACIONES :

A.- PBR322 DIGERIDO CON DRAI Y TRATADO CON BAP

B.- MINICIRCULOS DE KDNA DE MC Y GS PURIFICADOS

C.~ LA INCORPORACION DE LOS NUCLEOTIDOS dC A LOS KkDNA
DE MC Y GS, ASI COMO EN EL VECTOR LA INCORPORACION
DEL NUCLEOTIDO dG ES SOLO EN EL EXTREMO 3/0OH TERMI

NAL.

A).- TAILING DE LOS MINICIRCULOS DE KkDNA DE MC Y GS.

REACCION DE TAILING PARA kDNA DE MC

TABLA NO. 13

MUESTRA ) . VOLUMEN/CONC., [ *

‘1.~ KDNA DEMC . = 13 McL (
¥ 2.-'NUCLEOTIDO dc. - - | 5 ‘

~..VOL. TOTAL

“106




T, (] NA G

TABLA NO. 14

MUESTRA VOLUMEN/CONC. .
1.- KDNA DE GS - 13 MCL ( 40 NG / MCL')
2.- NUCLEOTIDO dC - 5 MCL (15 —laozmmoi/ﬁjs
3.~ CoCL2 e 1‘qu‘(vo.75fﬁ¢6;7L~{';;~
4.-  aNTP - ame (‘idd‘bhbljnn)
5.~ BUFFER 5X - 6 MCL
6.- H20 - 3 McL

VoL. TOTAL 30 MCL

REACCION DE TAILING PARA EL VECTOR PBR322 DRAI/BAP.

TABLA NO. 15

MUESTRA VOLUMEN/CONC.‘f‘

1.- VECTOR PBR322 - 4 MCL ( 60 NG / MCL )

2. NUCLEOTIDO dG - 5 McL (15’—-30 mmol/L)

3.- cocL2 - :
C4.- ante - fz MCL (“100° pmol/l )

5.~ BUFFER 5X E
6.~ H20 T ARt

VOL. TOTAL. 207 MCL..
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CCION G ENTR CTO ie]

CRUZ (MC) Y GUSTAVO SOLIS
TABLA NO. 16
MUESTRA _ VOLUMEN/CONC.

1.- VECTOR PBR322 TAILING ac . - 6.6 MCL - (30 NG/MCL)

2.~ KDNA MC TAILING dc

“'.19°'MCL (21.6 NG/MCL)

3.~ ANNEALING BUFFER 10 X - o

4.- H20

‘l'.7:>‘

. TABLA NO.

MUES‘I‘RA b

’_1.f VECTOR PBR322 TAILING * dG

.f- kDN GS;_TAILIN dc

3.- 'ANNEALING (BUFFER 10X

VOL._
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8.4.1. 8 O] LI H 01 C 8 CLONAS~

E R322-MC R322-G8.

Se decidib antes de correr un gel de agarosa para deter-
minar 1la concentracién de las clonas, una transformacién de la
cepa de E.Coli HB10l con las dos clonas obtenidas, la transforma-
cién se realiz6 en base a la técnica de transformacién (ver anexo
no.l), y en forma inmediata se realizd la extracciédn del DNA de
base a la técm.ca de extracc:.én de plasmidos (ver anexo no.3).

i

as ?--dos clonas se limpidé por precipitacién

Y fué dlsuelto en 30 mcl de TE 1X.

8.4.2. CORRIMIENTQ ELECTROFORETICO DE LAS CLONAS DE ~

PBR322-MC Y PBR322-GS
TABLA NO. 18

MUESTRA VOL.MTRA -

1.- AHind III 3 MCL

2.~ PBR322 S/DRA.I ©

3.~ PBR322-MC

4.= PBR322-GS 1 "
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FIGURA NO. ‘18

4 321

CLONAS

AHind III
Banda de 4,361pb

4.~ PBR322-GS
3.~ PBR322-MC

.La concentracién estimada para la clona PBR322-MC es de-~

70 ng/mecl y para la clona PBR322-GS es de 50 ng/mecl. .
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8.4.3. ANALISIS.

El método de TAILING coﬁsiSte ei la incorporacién de
bases adenina, timina, citicina y guanina, debido a que la en
zima DRA I'sobre el plismido . PBR322 Yy los kDNA's origina extre-
mos rasurados, los cuales se suponia en teoria serian facilmen-

te llgados por la T4 llqasa no ° urrié realmente asi, después

de cuatro 1ntentos de tratar de ligar el vector PBR322 digerido

cqn—la»en im I ‘ ' de MC y G5 con la enzima T4




de pesos moleculares AHind III, por lo que por comparacién se
puede decir que el peso molecular de las bandas de las clonas es
de 4,361 pb, también se cilculo que la concentracién de las clo-
nas es de 70 ng/mcl para la clona de PBR322-MC y 50 ng/mcl de la
clona de PBR322-GS de ambas clonas se cuenta con un volumen total
de 30 mcl. )

La prueba definitiva sin duda alguna seria la secuencia-
cién de las clonas para definir exactamente el nimero de pax‘-esv'
de pares de bases, las semejanzas entre las dos clonas y si gegl-
nente se trata de dos clonas o es solo una, esto por .la seniejaﬁ;
za en los kKDNA‘s de las Leishmanjas. ERERTE

Para la secuenciacién fueron enviadas las ‘éiigﬁieﬁtés .

muestras : Las clonas de PBR322-HC y PBR322 ) l.é's‘miéoﬁﬁ'B‘R:!z"Z'
sin digerir, ' Muestras de kDNA de Mc y Gs, todas llas muestras en
las mejores condiciones de pureza. '
} Las muestras para secuenciaélén fueron env1adas a DIJANE
: WIRTH quien hasta este momento habia real:.zados los mayores estu-
dios en Leiéhﬁgh;a b'y contaba con cepas bien definidas y con
p"atb'.r‘dnes eleétxéforéticos bien conocidos.

La coﬁciusion'del estudio fué, que 1las clonas diferian

solo en. tamano 30 pares de bases siendo mayor la clona de




Fueron enviados nuevamente muestras de las clonas dé -
PBR322-MC, PBR322-GS, PBR322 y kDNA‘s de MC y GS y adem&s le fue
rén pedidas a DIJANE WIRTH muestras de Leishmania l. mexicapa, -
la cual seria usada como referencia en los estudios posteriores-
para comprobar la especificidad de la sonda.

La respuesta final del estudio especifica que los frag-
mentos de kDNA clonados en el vector PBR322 coresponden o se ase
mejan en numerc de pares de bases y secuencia a las muestras de-

KDNA’s de MC y GS enviadas para comparacidn.
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9.0.~ 8CUSIO!

Por los problemas encontrados durante la fase inicial
de la etapa experimental referente a la identidad de cepas bacte-
rianas y plasmidos es recomendable, hacexr un andlisis previo de
reconocimiento tanto de la cepa de E.COLT HB10l1* y del plédsmido
PBR322 afin cuando se hayan reportado en buanas condiciones de
uso, y evitar se perdiera tiempo en reandlisis durante la etapa-
experimental.

Respecto a los posibles cambios que pudo haber sufrido
la cepa de E.COLI HB101, después de los pases rutinarios sin pre- -
‘vio tegonocimiento, se consideran, mutaciones a nivel de las en -
zimas propias de E.COLI que degradan el PBR322, si es que este
ha logrado penetrar o bien mutaciones a nivel de la membrana de
la E.COLI 1o cual dificulto la entrada del plasmido, en un caso

éompa_rativo de transformacién realizado en la escuela nacional

de ciencias bloléglcas de IPN, en el departamento de bioquim:.ca,

las .muestras que.servirian de referencia en:buen‘estado,” en este
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caso se habla de las muestras de PBR322 Adigeridas con DRA I, en
algGn tiempo atras aproximadamente 5 meses antes de iniciar;- el
proyecto el plasmido PBR322 habfa sido utilizado como referen-
cia’ en otro proyecto en el cual ya mostraba cierta degradacién
al momento de ser utiliizado electroforéticamente como referencia.

cuando se analizan las fotografias tomadas a los geles
de agarosa estos presentan una resolucién no muy buena respecto
al grado de definicién de las bandas, cabe hacer mension que la
agarosa utilizada para estos geles era donada a veces por el de
partamento de Virologia o por el departamento de Inmunologia,
esto por falta de. presupuesto del departamento de genética mole-
cular.

Hacie‘ndkb ‘enfasis en la fotografia o figura no. 11, en

la 'ext;fema derecha aﬁtiles 7, 8, Y 9 aparecen unas muestras del

las cha’les feflejan un patrén electroforético

he ‘tle en muy buena separacién entre si,

esto : pone = de manlflesto que para la separacién adecuada de las

bandas. se _neces:.tan gevles de agarosa no mayores al 1.0 % en con
centracién,' en donde al'parecer el mas adecuado a nuestro proyec—

to es él 0. B % en concentracxén ya que a esta se favorece muy

bJ.en la separacxén de las bandas en las, muestras asi como de los

marcadores de peso olecular, ya que ‘en’a os las bandas de nues~

tro 1nteres J.enen‘peso molecu;ar;no mayor. a’las’ se:.s mil (6,000) .

gran parte lia ‘»éx_t_ry:aifc{;{éh'dg a banda deseada esto porque-los t‘;\e'¥. .

ESLI

idad’ del plas- L




les de agarosa LMP favorecen una mayor separacién de las bandas
de peso molecular bajo, al referirnos a este tipo de geles como
se aprecia en la figura no. 13 la banda de interes que tiene un
peso .molecular de 4,363 pb posee una muy buena separacién no ha
biendo banda alguna que pudiera interferir, considerando las ca-
racteristicas que presentarian los patrones electroforéticos de
las muestras en el gel de agarosa a diferente concentracién, de
beria de elegirse ahora que ya se tiene la banda de PBR322f’ que
seria nuestro vector un gel de agarosa cuya concentracién permi-
tiera una muy buena separacibn de las bandas de los marcadores
de peso molecular, en donde’ la concentraclén que favorecio este
cf£in fué la agarosa al 0.8 % en concentracién.

Se considero que los poszbles restos fosfato que exis -

tieran en los extremos rasurados del.’ vec or PBR322f’ digerido

con’ la enzima DRA I podrian interferir en laligacién de el vec~

tor PBR322 y los KDNA’s de los minlcirculcs de L snmania con la

T4 DNA 1ligasa, por lo que se dec1d10vtratar solo :al vector con

la enzima BAP, como se observa en; 1a 1gura no’14, en los carrl-

les 4 y 5, no hay una gran dlferencxa e 1 avance electrofo-
rético de la banda de 4,363" pb tratada no. tratada con BAP y la
banda del mismo peso molecular tratada con BAP respect1vamente,

esto debido a que la cantidad ‘de restos fosfato es minima compa-

rada on el tamano en pares de bases del vector.

1 contar tambien con los KDNA’s de MC y GS cuantifica-

doéi'yy'en muy buena calidad, y sabiendo ademas gue corresponden
;ealméhte al fragmento de kDNA donde se encuentra la secuencia

de:bares de bases que regula o que controla gque las especies de
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un mismo género se comporten de manera diferente, como en el'ca—
so de MC y GS, donde ambas muestras pertenecen al mismo gé&nero
que es Leishmanja 1. mexigana diferenciadas solo por su localiza-
cién como logcalizada o_diseminada.

El analisis nGmerico de los resultados de los Rf‘s que
corresponden al patrén electroforético del kDNA de MC Y GS, com-
parandolas con el marcador de pasos moleculares X 174, cuyos
datos de Rf sirvierén para la curva de calibracién de donde fue-
rén céalculados los valdres‘de pares de bases para los Rf‘s de

las bandas del patrén electroforético de MC y GS, reflejan que

realmente contamos con el kDNA de las.mustras de MC Y GS.
Como s bserva en la figura no. 18, la cual correspon-
de a la' 1 e los‘fragmentos de KkDNA de MC y Gs con el
vecéqr_PBRSZZ por. 1 método de Tailing . las bandas que aparecen
 ‘,vv t pertenecen a las clonas : PBR322-GS y a
PBRBZZ“MC espectlvamente y se encuentran a concentraciones dife-

rentes, conparamos el peso molecular de estas bandas con la

‘ﬁltlma b nda e marcador de pesos molecular de 5,300 pb, cabe

mencionar qu lonas de PBR322'GS Yy PBR322-MC antes de co -

rrerse electroforéticamente transformarén a las células de
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10.~ CONCLUSJIONES,

A.~ El crecimiento de los parasitos de Leishmania l. me-
xicana, es favorecido en cantidad y calidad en el medio
RPMI modificado, el cual es enriquecido con sangre com -
pleta. '
B.- La extraccién y digestién del pldsmido PBR322 es fa-
cilitado con el uso de reactivos de preparacién no mayor
a 24 horas.
c.=- Las dificultades encontradas durante las transforma-
‘ciohes de la cepa HB101, se deben realmente a posibles:
vcamb:.os en la membrana de E.COLI HB10l1l o bien a la modi-
'vficacién de las enzimas citoplasmatlcas de’ la misma.
. D.- La formacién de 1la clona entre el vector PBR322 y .
'los kDNA“s de MC Y GS de Le;shmania 1. mexicana es mis
recomendable por el mét do: Tailing que por el uso de T4-

DNA ligasa.' .

E.- La dxflcultad'en la llgacién de el vector PBR322 Y

: los kDNA' MC y GS pudiera radlcar el la falta de

extremos pegajosos para’ ser ligados con 'I'4 DNA ligasa.‘

F A:Se 1ogro la construccibn de las dos clonas de PBR322
con. el" KDNA de MC y G5 los cuales en el anilisis de se
: quenc;a_ resultarén ser diferentes en tamafio y secuencia
pero similares a los estéandares de referencia de MCy -
GS.
G.- No'se logré la comprobacién de la especificidad de
la sonda construida debido a la fylta de recursos econo-
mJ.cos por parte del departamento de genética molécular.‘

118,



ANEXOS NO.1
PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES CON CaCL2

1.- crecer la bacteria en medio luria sin antibiético, incubar -
a 37 grados centigrados.
2.- Incubar 100 ml de medio luria con 1 ml de cultivo baétefigno-

recientemente crecido (del paso ‘1),

3.- Crecer la bacteria conragitacién'a 37 grados‘ asta una densi- .

caCL2, la eficienc;a de transformaclén incrementa e4.a.6 vrces- L

‘durante las prlmeras 12 - 24 horas de almecenamiento.
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1l.-

TRANSFORMACION.

Adicionar a 200 mcl de Células competentés,vlo mcl (500 ng) =

de kKDNA ligado.

2.
3.~
ver
4.~
S5.=
dos
6.~

con

Reposar en hielo por 30 min.
Daxr chogque térmico a 42 grado
los tubos.

Transferir rdpidamente lo

Adicionar 800 mcl dévmed

centigrados.
Plaquear 200 mcl de.tr o

tetraciclina como antibiético
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ANEXO NO. 2

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES CON CacCL2
MODIFICADA.
1;- Hacer una dilucidn 1:25 de un cultivo de toda la noche en -
caldo luria fresco sin antibiftico y crecer a la temperaturalade
éuada hasta que tenga una D.O. de 600 nm.
2.- Centrifugar 20 ml de cultivb’é.s,soo rpm por 5 min, de;echar

el sobrenadante.

3.~ Afiadir 10 ml de Tfm 1,

 ,shavémente, centrifugar a-

6,500 rpm por 5 m1n, dese ar-el: sobrenadante.

4.~ Agregar 10 ml. de Tf ‘2 fr o, reposar 45 min en hielo, - centri

fugar a,3,sqq,rp

5.~ AéregaE"Tfm 3

ris<Hel pH 7.5 . 10.0 mM
: . '50.0 mM
“l;{gsé_z}.'ffH‘zQ’, e 10,00 mM
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ANEXO NO. 3
EXTRACCION DE PLASMIDOS.

1.- Centrifugar el medio de cultivo y resuspender el paquete bac-
teriano en 2 ml de SSC 1X.

2.- Agregar 10 ml de:

Glucosa 50 mM
Tris-Hcl pH 8.0 25 mM
EDTA 10 mM
‘Lisozima 5 mg/ml

Dejar a temperatura ambiente durante S min.

- Agregar 20 ml de una solucidn recien preparada de'
NaOH : . 0.2 N o
sDs - PR 5 |

Dejar en hielo durante 10 m'

- Agregar 15 ml de una solucién enfriada en hielo, agregar.una- .

solucién de acetato de potasi qu
CH3=-COOK7::5:

el prec1p}t§dq Y resuspgnde;r

en 2'ml de TE 1X
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- Agregar 200 mel . de RNAsa (10 mg/ml) e incubar a 37 grados -

'por 1 hora.

110 - Verlflcar la calldad ' cantldad del plasmido en un gel de-v

agarosa al.o»e %
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ANEXO NO. 4
PURIFICACION DE MINICIRCULOS.

1.- Colectar los parisitos de preferencia en fase logaritmida Yy -
centrifugarlos 15 min. a 3,000 rpm.
2.~ Lavarlos con SSC 1X y transferirlos a tubos de eppendorf.
3,- Lisarlos con una solucién que contenga.
sDs 1% SDs 2%
EDTA 2.0 mM o EDTA 50.0 mM
Tris-Hcl 0.5 mM pH 6.8
4.~ Afiadir 500 mcg (300 mcg/ml) de proteinasa k y dejarlos incu -

Bando a 55 grados de 2 - 3 horas.

S.~ Pasar las muestras por )eringas de: 1nsu11na con aguja de 21 -

a 23 varias veces.

6 - Centrifugar en mzcrof‘g

manla en’ LMP agarosa al 1 5. % en concentrac16n
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ANEXO NO. 5
PURIFICACION CON ETANOL.

1.- Para un volumen de muestra de DNA agregar medio volumen de -
acetaﬁo de amdnid 7.5 M y dos volumenes de etanol.

2.- Dejar reposar 30 mln en hielo seco.

3.~ Centrifugar 15 min

- Decantarfel sobr nadant.iy dejar en posicién invertida por -
3 min. . ‘
5.~ Lavar:la pastilla’con:etanolta eaiiééf dos,lé?édos.

6. Eﬂ:céda vad; 1 ride “min.en eppendorf.
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ANEXO NO. 6
PURIFICACION CON FENOL~CLOROFORMO-ISOAMILICO.

1.- Extraer con un volumen de fenol por cada volumen de muestra -
2.- Centrifugar 15 minutos.
3.- Extraccién con fenol-cloroformo volumen a volumen con-la_mués X

tra.

4.~ Centrifugar por 10 min.

7.~ Adicionar: un volumen:de'acet4to de anénio
mengé‘ae}ace£a€6‘ée
8.~ Adiéiqn

9.~ centrifugar-15.mina

10;7,Lavar:c6ﬁ‘eté olia

ui11.-‘Résuépénderken,10'm§1\déﬁTE,
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ANEXO NO. 7

- RECUPERACION DE DNA DEL GEL DE AGAROSA.

1.- COrt:ar el gel de agarosa que contenga el fragmento de DNA.

2.- Triturar el gel de agarosa con una punta de micropipeta.

3.- En a punt de‘ una micropipeta colocar un trozo pequefio de -

algodén por la parte interna, adicionar entonces los trozos del -
gel de, agarosa.v

4.~ COlocar la punt:a de la micropipeta con el gel dentro de un -

tubo eppendorf 5 min en nitrégeno liquido, . '
5.~ Centrifugar el eppendorff 5 min.
6.- El1 DNA pasard al tubo eppendorf.

7.- Checar la recuperacién de DNA en ungel’

de agarosa. .
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ANEXO NO. 8
PREPARACION DE GELES DE AGAROSA.

Volumen (ml) 300 150 100 - T

Agarosa (g) 2.4 1.2 0.8 - . 0.4.
TAE 50X (ml) 6.0 3.0 . 2.0 Saver
EB. (10 mg/ml) en'ml 15 . ° 7.5 - 5.0 -1
ANEXO NO. 9
PREPARACION DE BUFFERS.
Volumen . (ml) 2,000 1,000 - 500 ... 7250
TAE 50X (ml) 40 20 ‘ ’
" EB.(10 mg/ml) en ml 100 50

" H20 c.b.p. 2,000 1,000
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ANEXO NO. 10

PREPARACION DE BUFFERS

BUFFER TAE (TRIS ACETATO) ¢ Para un litro de solucién stoék a una
concentracién 50X.
a).~ 242 g Tris base
b).~ 57.1 ml CH3COOH Glacial

c).~ 100 ml EDTA 0.5 M (pH 8.0)

BUFFER TPE (TRIS FOSFATO) : Para un litro de solucién stock a una

concentracién 10X.

Qg;é Tris base

BUFFER TBE (TRIS BORATO)

BUFFER TE_(TRIS EDTA)
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ANEXO No. 11

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA E.COLI HB101
Y LEISHMAIA.

E.COLI HB103:
CALDO LURIA (CON O SIN ADICION DE ANTIBIOTICO)

Ingredientes por litro

Bacto beef extract 3.0 g
Bacto peptone 5.0 é
Bacto lactosa 5.0 g

ajusta pH a 6.9 a 25 grados centigrados

AGAR LURIA (CON O SIN ADICION DE ANTIBIOTICO)

Ingredientes por litro

Bacto beef extract 3.0 g
Bacto peptone 5.0 g
Bacto lactosa 5.0 g
Bacto agar 2.0 g

ajustar pH 7.0 a 25 grados cenﬁigradqs

CONCENTRACION DE ANTIBIOTICO.. '
TETRACICLINA : 30 MG/MCL

AMPICILINA : 40 MG/MCL
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ANEXO NO. 12

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO PARA LEISHMANIA

MEDIO DE SENEKJIE.
Bacto - beef 5.0 g
H20 destilada 200 ml
Hervir y filtrar filtrar con papel Wathman no. 42, 11; -

var al volumen original y afiadir:

Bacto - peptona . 4,09

Bacto - agar

Nacl

izar en auto-

dos centrigrado
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SOLUCION DE LOCKE.
NacCL
CcacCL

KCL

Bicarbonato de S6dio-

Glucosa

' H20 destilida .

. 9.049 -
0.2 g

0.4'g.

F0.2.9 .
259
T1.001E
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ANEXO NO. 13
CALCULO PARA LA EFICIENCIA DE TRANSFORMACION.
PRIMERA TRANSFORMACION :

1.- VOLUMEN DE CELULAS TRANSFORMANTES ESPREADAS POR CAJA DE AGAR- :
LURIA CON ANTIBIOTICO (VC). . s

2.~ NUMERO DE COLONIAS CONTADAS POR 100 MCL DE MUESTRA DE CELULAS
TRANSFORMANTES . ' Con 8

3.- EFICIENCIA DE TRANSFORMACION.

CALCULOS.
1.~ VOLUMEN ESPREADO - 100 MCL:

2.- NUMERO DECOLONIAS - 230°COL" ~

. NO.. COLONIAS POR ML = . ("
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