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1 RESUMEN 

La transferencia de genes mediado por ADN ha sido usado ampliamente como una 
herramienta poderosa para la manipulación genética de organismos. La transfección y 
expresión de ADN exógeno en parásitos protozoos como es el caso de Entamoeba 
histolytica resulta difícil debido a sus difíciles condiciones de crecimiento así como a su 
particular organización y control de Ja expresión de genes. Diversos vectores se han 
utilizado para la transfecc ión de este parásito obteniendo transfecciones transitorias y 
transfecciones estab les episomalmente de trofozoítos de Entamoeba histolytica. Sin 
embargo, has ta la fec ha no se ha logrado llevar acabo estrategias de recombinación 
homóloga que permitan estudi ar la función de genes blanco en parásitos knock-out de 
Entamoeba histolytica. El objetivo principal de este proyecto es el de sentar las bases para 
e l estab lec imiento de las condiciones para Ja obtención de amibas knock-out. Considerando 
todos los conocimientos has ta ahora reportados en la literatura, con respecto a la 
organ ización y expresión del genoma de amiba sin duda un muy buen candidato para usar 
como modelo, es el gen del ameboporo ya que además de estar representado en el genoma 
como copia única, se ti enen sufi cientes conoc imientos tanto bioquímicos como genéticos 
para fac ilitar la obtención y caracteri zación de amibas knock-out para este gen, además de 
te ner una re levancia en la biología y patogeni a de la amiba. Analizamos en primer termino 
el número de genes de los cultivos de amiba con los que contamos, deterrninandolos bajo el 
microscopio de fluore scencia después de teñirlos con DAPI. Los resultados mostraron que 
el 83% de los trofozoítos de amiba son mononucleados , lo que hace factible el desarrollo de 
nuestro sistema propuesto . Con el fin de construir los vectores adecuados para la clonación 
y amplifi cación de nuestras secuencias a recombinar, se diseñaron primers para amplificar 
ambas regiones fl anqueantes 5' y 3' del gen del ameboporo las cuales se clonaron en los 
vectores pBS :Neo y pBS:Hyg fl anqueando los genes de resistencia a antibiótico. Se 
obtuvieron los plás midos de transfección pAP5 '-Neo-AP3' y pAPS' -Hyg-AP3' 
demostrándose por su patrón de restricción; los cuales serán utilizados para la transfección 
de trofozoítos de amiba y así obtener amibas knock-out, los cuales quedaran regulados por 
el promotor endógeno del ameboporo. 

Construcción de vectores de transfección . 



2 

AP 
APl 
AP2 
AP3 
AP4 
APS 
APS' 
AP3' 
ADN 
ATP 
BSA 
cADN 
DEAE-dextran 
O.O. 
ºC 
EDTA 
ELT 
gr 
G418 
Hyg 
Kb 
nm 
kDa 
LB 
M 
MCS 
mg 
mm 
mi 
mM 
Neo 
na 

b 

nm 

pb 
pBS +/­
PBS 
PEG 
PCR 
Rpm 
sos 
seg. 
SI 
TAE 

LISTA DE ABREVIATURAS 

Ameboporo 
Ameboporo 1 
Ameboporo 2 
Ameboporo 3 
Ameboporo 4 
Ameboporo 5 

Abreviaturas 

Región flanqueante 5' del gen del ameboporo 
Región flanquean te 3' del gen del ameboporo 
Ácido desoxirribonucleico 
Adenosin trifosfato 
Albumina sérica bovina 
Ácido desoxirribonucleico complementario 
Dietilaminoetildextran 
Densidad óptica 
Grados centigrados 
Eti lenediami netetraacetato 
Enzima lizosima tritón 
Gramos 
Gentamicina 
Higromicina 
Kilo bases 
Nano metro 
Kilo daltones 
Luria Broth 
Molar 
Sitio múltiple de clonación 
Miligramos 
Minutos 
Mililitros 
Mili molar 
Neomicina 
Nano gramos 
Nanómetros 
Pares de base 
Plásmido blue scribe +/­
Buffer salino de fosfatos 
Polietilen glicol 
Reacción en cadena de la polimerasa 
Revoluciones por minuto 
Duodecil sulfato de sodio 
Segundos 
Secuencia intergénica 
Buffer Tris-acetato 

Construcción de vectores de transfección . 2 



TE 
TBE 
TS 
Tm 
f,l 1 
µM 
uv 

Buffer Tris-CI-EDTA 
Buffer Tris-borato 
Buffer Tri s- HCI -Sacarosa 
Temperatura de alineamiento 
Microlitros 
Micromolar 
Ultravioleta 

Abreviaturas 

Construcción de vectores de transfección . 3 



Lista de figuras 

3 LIS1'A DE :FIGURAS 

Figura 1. Ciclo de vida de Enramoeba hisrolytica...... ..... ..... ... .. ...... .. .. .. .... ......... .... .... .. .......... 11 

Figura 2. Estrategi a experimental...... ...... ... ...... .... .... .... .. ... ..... .. ... ... ... .. .... ..... .... ........ ...... ........ 19 

Figura 3. Diagrama ex perimental.. ..... ................................ .............. ... ................ .................. . 20 

Figura 4. Acoplamiento de "primers" APl (S) y AP2 (AS) de la región flanqueante 
AP5' del gen del ameboporo, para su posterior clonac ión en pBS:Neo .. ................ 25 

Figura 5. Acoplam iento de "primers" AP3 (S) y AP4 (AS) de la región flanqueante 
AP3' del gen del ameboporo, para su posterior clonación en pBS :Neo.................. 25 

Figura 6. Acoplamiento de "primers" APl (S) y AP5 (AS) de la región fl anqueante 
AP5' del gen del ameboporo, para su posterior clonación en pBS:Hyg... .... .... .. .... . 26 

Figura 7. Acoplamiento de "primers" AP3 (S) y AP4 (AS) de la región fl anqueante 
AP3' del gen del ameboporo, para su posterior clonación en pBS:Hyg.. ... ............. 26 

Figura 8. Tinción de núcleos de trofozoitos de Entamoeba histolytica con DAPI..... ......... ... 38 

Figura 9. Amplificación por PCR de la región flanqueante 5' del gen del ameboporo. ........ 39 

Figura 10. Digestión de pBS:Neo con Hind III + Hinc 11 ......... ........ .. ............ ... .. ......... .......... 40 

Figura 11 . Ligación pBS:Neo------AP5' .. ........................................ .. .... .................................. 40 

Figura 12. Localización de la clona positiva de la ligación pBS:AP5 ' -Neo con 
Hind Ill + Hinc 11 .. ..................................................... .................. .... ..... .. .. .. .. ........ . 41 

Figura 13. Análi sis de restri cc ión para pBS:AP5'-Neo (clona 6) .. .................... ..... ........ ..... 41 

Figura 14. Amplificación por PCR de la región fl anqueante 3' del gen del ameboporo......... 42 

Figura 15. Relación de ligación pBS:AP5'-Neo------AP3' .......... ... .. ... ... ... ..... ... .. .. ............. .. .. 43 

Figura 16. Loca li zación de clona positi va de la ligación pBS:AP5'-Neo-AP3' 
con Xba 1 + Kpn 1.. ........... ...... ........ .. ........ ..... ..... .................................................... 43 

Figura 17. Análi sis de res tri cc ión de pBS:AP5 ' -Neo-AP3' de acuerdo a su patrón 
de restricción......... ....... .. ....... ........ .. ....... ... .. .. ......... ... ...... ... .... .. ....... .. ...................... 44 

Figu ra 18. Relac ión de li gac ión pBS:Hyg------AP3 ' .. ............................ .... ............. ... ... ......... 45 

Construcción de vectores de transfección . 4 



Lista de figuras 

Fi µ ur;1 1 l) . l ,oc;ili1;1ci(¡1 1 lk L1 c l()J1 ;1 ¡H> :-. ili v; 1 pHS :l l y~ /\!'.\' l ' !lll X/10 1 1 /\./111 !. .... ........... .. . 

Figura 20. Aná li sis de res tri cción para pBS:Hyg-AP3' (c lona 27) con Xba 1 + Kpn I.. ........ . 46 

Figura 21 . Amplificación por PCR de la región tlanqueante 5' del gen del 
arneboporo....... ..... ... ............................. ............. .. ...... .... ...... ..... .. ... ... ... ... ... ..... ........ . 47 

Figura 22. Rel ación de ligación pBS:Hyg-AP3 ' ------AP5'...................... .. ............ ................ 47 

Figura 23. Locali zac ión de la clona positiva pBS-AP5' -Hyg-AP3' con Hind III + Sph I..... 48 

Figura 24. Análisi s de restricc ión para pBS-AP5 ' -Hyg-AP3 ' (clona 7) con 
Hind III + Sph 1............ ... ............................... ....... ....... .. ... .. .. .. ................ ............... 49 

Figura 25. Análisis de restricción de pBS:AP5'-Hyg-AP3' de acuerdo a su patrón 
de restricción................................................................... .. ..... ........................ ........ 50 



Introducción 

4 INTRODUCCIÓN 

El género Entamoeba incluye microorgani smos que son parásitos de todas las clases 
de vertebrados y algunos in vertebrados, de los cuales casi todas las especies parasitan el 
tracto intestinal de sus hospederos. El humano puede albergar varias especies una de las 
cuales es Entamoeba histolytica siendo este el agente causal de la amibiasis 
(Schaudinn , 1903) . Este protozoario parásito normalmente, reside en el intestino grueso 
causando infecciones en su mayoría asintomáticas y sólo en algunas ocasiones llega a 
adquirir importancia clínica en las que se pueden producir lesiones en el intestino grueso 
as í como tener capacidad invasora a otros órganos, manifestándose con Ja formación de 
abscesos (Jiménez-Cardoso et al. , 1989). E. histolytica se ha sub-clasificado para separar 
las fo rmas patógena y no patógena E. histolytica y E. dispar respectivamente (Tannich et 
a l. ,Diarnond y Clark , 1993; Clark, 1997). 

Esta enfermedad ataca al ser humano en cualquier edad, siendo más frecuente en 
niños y adultos jóvenes . La infección es endémica y ocurre tanto en los países desarroll ados 
de clima templado o frío, como en los países tropicales en vías de desarrollo en donde se 
presenta de manera más frecuente. Se piensa que la virulencia del parásito, susceptibilidad 
del hospedero y fac tores ambientales contribuyen a la manifestación clínica de Ja 
enfe rmedad dando corno resultado la amibiasis. De este modo pasa de un estado 
as intomáti co con amibas no invasoras a colitis y absceso hepático amibiano 
denorninándosele amibi as is invasiva (Ve lázquez et al, 1997). Esta última manifestación de 
la enfe rmedad, se acompaña generalmente por Ja aparición de anticuerpos específicos, los 
cuales comúnmente son utili zados para determinar la presencia o ausencia de la amiba. Ya 
que no todas las amibas poseen capacidad invasora, es difícil justificar Ja importancia de su 
presencia en el intestino (Jiménez-Cardoso et al, 1989). 

5 ANTECEDENTES GENERALES 

5.1) Clasificación. 

La palabra: Entanioeba histolytica proviene del griego Endoentos que significa 
adentro; amebein que significa cambiar transformar; e histolytica que significa destrucción , 
lisis o disolución de tejidos (Schaudinn, 1903). 

Siguiendo la clas ificación recomendada por la sociedad de protozoólogos 
(Honiberg, et al., 1964) y modificada posteriormente por Lewine en 1980; el subreino 
Protozoa del reino proti sta, está comprendido por todos aquellos organismos que miden de 
1 µ,m a 50 µm ( 5 y 25 µm en su mayoría) y que están formados por una sola célula que 
realiza todas las funciones esenciales de metabolismo y reproducción. Casi todos son 
holozoicos o saprozoicos. La principal línea de evolución en este grupo se ha llevado a 
cabo a través de especializaciones subcelulares u organelos involucrados en la 
alimentación, locomoción, osmoregulación y reproducción. La mayoría de los protozoarios 
tienen un solo núcleo vesicular aunque algunos son multinucleados. 
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5.1.1) Clasificaciún Taxonúmica. 

Reino 
Su brc i 11 0 

Phylum 
Subphylum 
Super c lase 
Clase 
Subcl ase 
Orden 
Suborden 
Familia 
Genero 
Especie 

5.1.2) Clasificación isoenzimática: 

Introducción 

PROTlSTA. 
PROTOZOA 
SARCOMASTIGOPHORA. 
SARCODINA. 
RHlZOPODA 
LOBOS EA 
GYMNAMOEBTDA E 
AMOEBIDA 
ACANTOPHODINA 
ENDAMOEBIDAE 
ENTAMOEBA 
HISTOL YTICA 

Los primeros en clasifi car la espec ie Entamoeba histolytica sobre las bases de sus 
propiedades electroforéticas de varias isoenzimas, cuyos patrones en conjunto forman Jos 
llamados zimodemos, fueron Sargeaunt y Williams en 1978 quienes realizaron estudios 
muy val iosos con el auxilio de la técnica enzimática para analizar cultivos de Entamoeba 
histolytica provenientes de varios continentes. 

Los resultados de esas investigaciones arrojaron Ja informac ión siguiente: 
a) Todas las especies de amibas que crecen en el intestino del hombre pueden ser 
caracterizadas mediante patrones isoenzimáticos característicos. 
b) Se han identificado más de 18 zimodemos diferentes de cepas de Entamoeba histolytica 
obtenidas en diferentes regiones del mundo. 
c) Las amibas cultivadas de muestras de casos bien caracterizados de amibiasis invasora 
(disentería amibiana o abscesos hepáticos ) pueden ser clasificados en siete patrones 
isoenzimáticos diferentes (II; VI; VII; XI-XV). 
d) Todos los zi modernos restantes (1,III- V, VIII-X, XV-XVIII) se encuentran en amibas 
aisladas de posibles portadores. 

5.2) Epidemiología. 

El hombre es el principal reservorio de Entamoeba histolytica, aún cuando pueden 
encontrarse amibas morfológicamente similares en primates, perros y gatos as í como a 
otras especies de mamíferos. 

La infección es de di stribución mundial y está catalogada como la segunda 
paras itosis causante de muerte debida a un protozoario parásito, só lo después de la malaria 
(Walsh, 1986; WH0,1997). Alrededor del 10 a 20 % de la población mundial se considera 
infectada y el 1 O % de ésta sufre la enfermedad, con una mortandad que oscila entre el 0.1 
y 0.25 % y cuya prevalencia varía de un país a otro!. En 1984 se estimó que 500 millones 
de personas estaban infectadas con Entamoeba histolytica, de las cuales 40 millones 
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tenían co liti s n abscesos ex traín1 es1inalcs y ;il menos 40000 murieron ese año 

(Walsll , lS/88); 
En México se ha calculado que por cada paciente con amibiasis invasora hay 

cuatro o cinco portadores asintomáticos (Sepúl veda, 1984), ocurriendo la mayor incidencia 
en las comunidades pobres y con mal saneami ento ambiental. En un estudio reciente 
realizado en nuestro país, se indica que hubo más de un millón de casos de amibiasis 
intestinal , y tres mil casos de absceso hepáti co amibiano durante 1993 (Cuevas et al., 
1994). El 8.4% de la población mexicana mostró ser seropositiva para antígenos de 
Entamoeba histolytica de los cuales la zona norte del país resultó la de menor incidencia y 
la del centro la de mayor incidencia; confirmando, que México es una zona endémica de 
amibiasis (Caballero y Salcedo, 1994 ). La prevalencia es más alta en niños de edad 
escolar, debido a que éstos están más expuestos a beber aguas contaminadas además de 
que algunos de ellos muestran malos hábitos higiénicos (Cifuentes et al., 1994). Para 
controlar esto el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS ) provee atención social a más 
de la mitad de mexicanos y da tratamiento a más de la mitad de un millón de casos de 
arnibiasis intestinal por año. En dicha institución, la presencia de casos de amibiasis así 
como la mortalidad causada por esta han mostrado un decremento en años recientes 
(Treviño et al., 1994). 

5.3) Morfología. 

En general las amibas fijadas en cultivo son de forma alargada, tienen lobópodos 
que hacen protrución y un uroide en la parte posterior. Las células menos activas tienden a 
hacer esferoidales, sin lobópodos ni uroides, mostrando en todas aperturas pequeñas en la 
superficie. La superfic ie basal de los trofozoitos, que participan directamente en los 
fe nómenos de adhes ión e histolisi s, no muestran caracteres morfológicos especiales, a no 
ser por la presencia de escasos y cortos filópodos en su borde externo. La asociación con 
bacteri as ti ende a au mentar el número de especializaciones de superficie de estas células 
(Martínez- Palomo, 1982). El citoplasma de los trofozoitos de Entamoeba histolytica se 
caracteri za por la ausencia de la mayoría de los organelos diferenciados encontrados en 
otras célul as eucarióticas como por ejemplo: mitocondri as, aunque se han identificado 
varias proteínas con función mitocondrial (Clark y Rogers, 1995); no con tiene peroxisomas 
y presenta un aparato de Golgi y retículo endoplásmico en forma de ves ículas poco 
es tructurado, mostrando a la amiba como un modelo de célula eucarionte primitiva 
(Bekkler-Grunwald y Worstmann, 1993). 

5.4) Organización del genoma. 

5.4.1) Ácidos nucleicos. 

El contenido total de DNA en los trofozoitos se esti ma que es de 5xl0-14 g/núc leo 
(Dvorak y co l. , 1995). El nivel estimado de ploidía de este parásito se presume que sea por 
lo menos 4n y el tamaño del genoma hap loide de :S 20 Mb (Willhoeft y Tannich, 1999). En 
estudi os donde se ll evaron a cabo tinciones con compuestos fluorescentes que se unen al 
DNA indi caron la presencia de 6 placas que contienen DNA en los núcleos en di visión, 
probab lemente correspondan a 6 cromosomas (Gómez-Conde y col. , 1997). Además, 
estudios recientes reali zados con DNA de cultivos que provienen de una sola amiba, 
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demuestran que cada amiba tiene más de 4 cromosomas de diferentes tamaños y estos 
cromosomas contienen regiones grandes de homología (Willhoeft y Tannich, 1999). 

5.4.2) Secuencias íntergénicas. 

Aunque se ha reportado que las secuencias íntergénicas son relativamente cortas 
( 400 a 2000pb ) se considera que contienen todos los elementos "cis-acting" requeridos 
para la terminación y el inic;io de la transcripción de los genes adyacentes. Sin embargo, 
también se reporta la presencia de dos genes, EhMC3 y EhPAK, que están físicamente 
unidos, sus transcritos están sobrelapados y por lo tanto carecen de secuencias ínter 
génicas (Gangopadhyay y col., 1997). El análisis de la secuencia íntergénica entre el gen 
que codifica para el ameboporo y un marco de lectura abierto (ORF) 5'- 3' de 0.75Kb, 
indica la presencia de secuencias repetidas en tandem como el elemento entremezclado IE 
(Cruz-Reyes y col., 1995) y se ha observado, incluso, que esta secuencia también reconoce 
un mensajero de 0.7Kb (Cruz-Reyes y col., 1992; Ortiz-García y col., 1997). 

A pesar de esa simplicidad o tal vez debido a ella, este protozoario pequeño (10-
40µ ) y frágil, sensible a ligeros cambios de temperatura, es capaz de colonizar el intestino 0 t. (I+. 

grueso de un porcentaje considerable de personas de la población mundial. Como se dij 8'•rn'\ 
anteriormente en circunstancias aún desconocidas, puede invadir la mucosa intestinal ~ ~ 
eventualmente destruir cualquier tejido del organismo humano. Al mismo tiempo e ~ 0 

parásito evade con éxito las defensas moleculares y celulares del hospedero y encuentra los 
requisitos necesarios para su multiplicación. Sin embargo no se conocen a la fecha la~.N.A.M CAMPUS 

bases moleculares de procesos fundamentales tales como la diferenciación del trofozoíto a 
quiste, el cambio de comensal inocuo a invasor dañino, los mecanismos de evasión de la 
respuesta inmune del hospedero, o los cambios celulares que ocurren durante la división 
nuclear (Martínez-Palomo, 1982; Vargas, 1994) 

5.5) Ciclo biológico. IZT. 
Su ciclo vital es sencillo ya que a diferencia de otros protozoarios patógenos carece 

de etapas sexuales o de hospederos intermediarios. Entamoeba histolytica se presenta en la 
naturaleza en tres estadios morfológicos principales, el trofozoíto (forma móvil o 
vegetativa), el prequiste y el quiste (inmóviles). El ciclo vital de E. histolytica no requiere 
una etapa de invasión tisular, de hecho en la gran mayoría de los casos, las amibas viven 
como pacíficos comensales en el colon (amibiasis luminal). 

El quiste es la forma infectiva del parásito, es esférico, mide aproximadamente 
12µm de diámetro, está rodeado por una pared de quitina, es tetranucleado con un 
cariosoma central en cada núcleo. El huésped se infecta al ingerir quistes, los cuales viajan 
por el aparato di ges ti vo hasta el íleon donde desenquistan, originando un protoplasto 
desnudo tetranucleado. Cada uno de los núcleos se divide y el protoplasto da lugar a 8 
trofozoítos metaquísticos, uninucleados que migran al ciego y se adhieren a la mucosa 
intestinal. Miden de 7 a 40µm de diámetro, son pleomorfos, muy dinámicos, generalmente 
con un pseudópodo frontal, un uroide en la parte posterior y numerosos filopodios . Son 
altamente sensibles a los cambios del microambiente, como temperatura, pH, osmolaridad 
y potencial redox. Su núcleo, de 4-7 µm de diámetro, contiene adosado a la membrana 
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interna una gran cantidad de RNA y probablemente DNA en forma de cromatina 
condensada y en el c.:enlro un endosoma ric.:o en DNA. En el c.:iloplasma hay numerosas 
vacuolas, cuyo contenido varía desde eritrocitos y bacterias hasta desechos celulares. 

La forma activa, el trofozoíto, vive adherido al intestino delgado y grueso, donde se 
alimenta de bacterias y células del huésped, se divide por fisión binaria y puede seguir una 
de varias vías como: 1) vivir en el intestino como comensal, 2) enquistarse, 3) invadir la 
mucosa intestinal y producir desde síntomas leves hasta disentería grave, 4) invadir otros 
órganos entrando eventualmente al torrente circulatorio originando así las formas invasoras 
extraintestinales de las amibiasis produciendo por ejemplo absceso en hígado al que llegan 
por la vena porta; impidiendo así completar su ciclo de vida al no regresar al lumen del 
intestino; o, 5) salir al ambiente con las heces para morir inmediatamente debido a su poca 
resistencia a las condiciones atmosféricas. Los mecanismos moleculares que definen cuál 
vía seguirán los trofozoítos se desconocen casi en su totalidad (Aikat, 1989; Citado por 
Martínez-Palomo 1989). 

Los individuos infectados eliminan aproximadamente 45x106 quistes (de 8-20µm de 
tamaño) al día, de donde son impulsados por el viento contaminando a vegetales, frutas y 
agua potable, convirtiendo a éstos como fuentes potenciales de contaminación. Pueden 
sobrevivir en las heces por 8 días a temperaturas que oscilan entre 20 y 40ºC y por periodos 
hasta de 40 días de 2ºC a 6 ºC, resistiendo incluso temperaturas de congelación. Resisten 
cloro a las concentraciones que se usan en el agua potable, siendo destruidos solo por los 
procedimientos de filtración, método de electrólisis, ebullición, yodo y ácido acético. 

Las formas más frecuentes de transmisión son la contaminación de alimentos y la 
transmisión de persona a persona. El mayor riesgo está asociado con los portadores 
asintomáticos de quistes, especialmente si estos están dedicados al manejo y preparación 
de alimentos. 

Otro factor importante en la transmisión es la forma en que se eliminan las excretas 
humanas en una comunidad. La contaminación fecal de las manos por falta de higiene y la 
contaminación del agua a través del fecalismo al aire libre que lleva a las heces hacia ríos, 
arroyos o depósitos de agua mal protegidos, son formas en que las heces infectantes pueden 
alcanzar altas concentraciones, convirtiéndose en un factor determinante en la transmisión 
ya que mientras mayor es la concentración fecal , mayor es el riesgo de transmisión. 
(Martínez- Palomo 1989). 

Como se muestra · en la Figura 1 el ciclo de vida de E. histolytica inicia con la 
infección del parásito después de la ingestión de quistes maduros O en alimentos, agua o 
manos contaminadas con heces. El desenquistamiento ~ ocurre en el intestino delgado en 
donde los trofozoítos €) son liberados migrando al colon. Aquí, los trofozoítos se 
reproducen por fisión binaria transformándose en quistes e los cuales son eliminados con 
las heces fecales. Debido a la protección de la pared, los quistes pueden sobrevivir días o 
semanas en el medio externo siendo así los responsables de la transmisión de la 
enfermedad, contrario a los trofozoítos que en el medio externo mueren rápidamente. En 
muchos casos los trofozoítos permanecen confinados en la luz intestinal (A: infección no 
invasiva) de los individuos infectados comportándose como portadores asintomático 
eliminando quistes continuamente. En algunos individuos los trofozoítos invaden la mucosa . 
intestinal (B: enfermedad intestinal) o a través de la circulación, invaden el hígado, 
pulmones, cerebro, etc. (C: enfermedad extraintestinal). Se ha establecido también, que las 
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formas invasivas (t.,'. histolytica) y nu invasivas (lé,'. dispar) represenlan especies dislinlas 
siendo 111orf'ológica111c11lc i ndisl i ngui bles. 

Quiste 
maduro 

Trofozoíto 

Trofozoíto 

A= Estadio infectivo 

A.- Etapa diagnóstica 

Heces 

[¡) = Colonización no invasiva 

~ = Enfermedad intestinal 

B = Enfermedad extraintestinal 

Fígura No. 1.- Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. 

5.6) Cuadro clínico. 

En general y tomando en consideración los mecanismos de adquisición de la 
amibiasi s y las posibilidades de emigración de los trofozoítos en el individuo infectado, que 

Construcción de vectores de transfección 11 



Introducción 

generalmente se inicia la infección por vía intestinal, por ello desde el punto de vista 
clínico, la amibiasis se ha clasificado de la siguiente manera: 
l.- Amibiasis intestinal 
a) Aguda. 
b) Crónica. 
II.- Amibiasis extraintestinal 
a) Hepática. 
b) Pulmonar. 
c) Cerebral. 
d) Mucocutánea. 
e) otras. 

Por esta razón, varios grupos de investigadores han explorado otras características 
de E. histolytica aparte de las morfológicas, que pudieran correlacionarse con el 
comportamiento biológico de las distintas cepas amibianas. Tales características son por 
ejemplo los mecanismos de patogenicidad de la amiba. 

5. 7) Mecanismos de Patogenicidad. 

5.7.1) Adhesión. 

Ya que la interacción entre el parásito y la célula huésped es multifactorial; en un 
primer paso, la amiba reconoce a la célula huésped a través de moléculas de adhesión entre 
las que se encuentra por ejemplo la: lectina de 220Kda que reconoce células epiteliales 
(Rosales-Encino, et al.,1987) y la adhesina de 112Kda (Arroyo y Orozco, 1987), la cual se 
identificó empleando anticuerpos monoclonales inhibidores de la adhesión y por lo tanto de 
la fagocitosis de la célula blanco (Rodríguez et al., 1994). Así mismo, se han identificado 
las otras adhesínas con peso molecular de 90 y 24Kda, las cuales fueron identificadas con 
antisueros dirigidos contra proteínas totales de Entamoeba histolytica y contra la adhesina 
de 112Kda. Su participación en el proceso de adhesión de la amiba se comprobó realizando 
una mutación en estas proteínas la que dio como resultado un fenotipo deficiente en 
adhesión (Rodríguez, et al., 1989). Y la Lectina-Galactosa (L-170kda), la cual media la 
adherencia amibiana a mucina colónica humana y al epitelio intestinal siendo un 
prerrequisito para la invasividad (Seguin-Mann 1995)._En el segundo paso varias moléculas 
efectoras como el ameboporo y la cisteín-proteasa neutra destruyen a la célula blanco 
(Keene et al; 1986). 

5.7.2) Proteinasas cisteínicas 

Las proteinasas cisteínicas (CP) en E. histolytica son responsables de algunos 
efectos considerados importantes para la patogenicidad de la amiba. Estas proteasas 
purificadas destruyen monocapas de fibroblastos en cultivo (Keene et al; 1990), se ha 
comprobado que su actividad guarda una correlación directa con su virulencia (Lushbaugh 
et al; 1985; Keene et al; 1990). Bruchhaus en 1996 identificó tres nuevos genes de CP 
(CP4. Cp3 y CP6) las cuales se expresan en amibas xénicas y axénicas. Jacobs et al; en 
1998 han aislado y caracterizado la cisteín proteasa CP5, la cual es exclusiva en E. 
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histolytica expresandose en niveles elevados. La proteasa CP5 está asociada a la 
membrana y se localiza como puntilleo en parches sobre la superficie de la amiba. 

5.7.3) Ameboporo. 

Como se mencionó anteriormente una de las principales funciones patogénicas de 
E. histolytica es su notoria capacidad citolítica. Se ha reportado que Entamoeba histolytica 
produce una proteína llamada ameboporo, capaz de formar canales iónicos o poros en 
membranas lipídicas así como, destruir células blanco por lo que se le ha considerado como 
un candidato primario para mediar esta extraordinaria actividad citolítica del parásito 
(Lynch et al; 1982; Young et al; 1982; Rosenberg et al; 1989; Leippe et al; 1991; 1994a; 
Leippe y Muller-Eberhand, 1.994). Tanto por la secuencia deducida de la proteína así como 
por el análisis de secuencia del gen y confirmado por espectrometría de masas ha sido 
resuelta la estructura primaria de los 77 residuos que conforman el ameboporo los cuales 
incluyen 6 residuos de cisteína, tiene una conformación de alfa hélice ( 4 hélices 

· anfipáticas) estabilizada por 3 puentes dísulfuro que le confieren una estructura 
relativamente rígida y una masa molecular de 8kDa (Leippe et al; 1992, 1994b ): Se ha 
encontrado que el ameboporo existe en forma de péptidos maduros y potencialmente 
activos dentro de los gránulos citoplásmicos de los trofozoítos de amiba (Leippe et al; 
1994b). Aspectos genómicos del ameboporo indican que es codificado por una sola copia 
del gene, como lo demostró el análisis de Southern blot de DNA genómico de E. histolytica 
patógena digerido con varias enzimas de restricción (Leippe et al; 1992). La comparación 
entre secuencias de cDNA y DNA genómico reveló que el gen del ameboporo carece de 
intrones, lo cual es característico para todos los genes estructurales de Entamoeba 
histolytica analizados hasta la fecha (Bruchhaus et al; 1993). Por otro lado se conoce una 
familia de ameboporos que consiste de 3 isoformas (ameboporo A,B y C), que presentan 
una divergencia considerable en sus estructuras primarias pero con propiedades funcionales 
similares. Aún cuando las 3 isoformas exhiben actividad formadora del poro hacía 
vesículas lipídicas éstas difieren en su cinética de formación del canal iónico (Leippe et al; 
1991; 1992; 1994b). Actualmente se cree que para que el trofozoíto destruya la célula 
blanco requiere de varios pasos consecutivos iniciándose por el reconocimiento de la célula 
mediado por lectinas-Gal específicas produciéndose así una estrecha adherencia a través de 
la cual la amiba descarga sus gránulos citoplásmicos en la zona de contacto (Leippe 1997; 
Brancha et al; 1999). Así el ameboporo es insertado en la membrana sin la necesidad de 
interaccionar con receptores específicos de membrana. Posterior a la inserción, las 
moléculas del ameboporo tienden a oligomerizarse, debido a la interacción péptido­
péptido, formando así canales iónicos, que eventualmente resultan en la lisis de la célula 
blanco. La dependencia de contacto mostrada así como la rápida reacción citolítica son 
pasos parecidos a aquellos mostrados por los linfocitos citotóxicos (Ravdin y Guerrant, 
1982; Tschopp u Nabholz, 1990). También, se han encontrado similitudes tanto 
estructurales como funcionales (Leippe, 1995) entre el ameboporo y otros polipéptidos 
efectores tales como NK-lisina y la granulisina, presentes en las células natural killer (NK) 
y células T citotóxicas de humano y de cerdo (Andersson et al; 1995; Peña et al; 1997; 
Stenger et al; 1998). Aún cuando se ha propuesto una actividad citolítica del ameboporo 
hacia las células humanas, esto solo ha sido demostrado por experimentos in vitro (Leippe 
et al; 1994ª; Berninghausen y Leippe, 1997), sin embargo la prueba definitiva del papel que 
el ameboporo tiene en la patogénesis de los trofozoítos de E. histolytica aún no está 
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esclarecida. Esto se debe principalmente a que no ha sido posible hasta el momento inhibir 
de manera específica la actividad de la proteína, ni tampoco el obtener parásitos knock-out 
carentes del ameboporo in vivo. Como un primer acercamiento, recientemente fue 
reportada la inhibición parcial (60%) del ameboporo utilizando una estrategia usando una 
transfectante que transcribe un RNA antisentido de la secuencia completa del gen que 
codifica para el ameboporo A (AP-A), que es la isoforma mayoritaria, y sus secuencias 
UTR 5, y 3 '. Los resultados mostraron que estos parásitos transfectantes disminuyeron 
significativamente su capacidad patogénica (Bracha et al; 1999). Aun cuando estos 
resultados muestran una correlación entre la disminución de la capacidad patogénica de los 
parásitos transfectantes y la disminución de los niveles de expresión del AP-A, sería 
necesario contar con la obtención de parásitos knock-out para dar conclusiones definitivas . 

5.8) Knock-out ( inactivación de genes). 

Las mutaciones génicas sitio dirigidas llegaron a ser posibles al final de los años 
ochenta, gracias a los avances logrados en biología molecular. En primer lugar, se requiere 
de la clonación del gen o de un fragmento del mismo y su propagación en la bacteria. 
Posteriormente se diseñan las modificaciones genéticas necesarias para inactivar la función 
normal del gen. En esta construcción, se añaden genes que confieren resistencia a 
antibióticos (neomicina, higromicina, etc) con el fin de seleccionar a aquellas células 
eucarióticas que han captado el transgen. Finalmente la construcción genética es 
introducida a la célula blanco por diversos métodos como electroporación, microinyección, 
transfección por fosfato de calcio, etc. obteniéndose la célula blanco transfectada ahora 
resistente al antibiótico de selección y expresando ya sea el gen exógeno mutado o 
remplazando el gen endógeno (knock-out) por un gen exógeno. Para llevar a cabo este 
procedimiento se pueden utilizar secuencias homólogas a un sitio especifico para dirigir 
este evento a un destino conocido denominándose a este procedimiento recombinación 
homóloga, o utilizar secuencias no específicas llevándose a cabo la recombinación en sitios 
no previstos resultando en una recombinación no dirigida. 

El término recombinación homóloga es comúnmente intercambiable con el término 
"gene targeting". Siendo usado para inserción o reemplazamiento (interrupción de un gen o 
Knock-out). En el reemplazamiento del gen una secuencia endógena es precisamente 
reemplazada con una secuencia homóloga contenida sobre el vector usado. En el 
reemplazamiento de un gen no es necesario hacer un cambio en ei número de nucleótidos 
del genoma, ya que el reemplazamiento del gen no necesita aumentar el genoma con 
secuencias foráneas. Ha sido demostrado para que el reemplazamiento del gen pueda ser 
promovido es necesario realizar digestiones en el DNA de la construcción dentro de las 
secuencias del vector, liberando la secuencia que contendrá la región homóloga en los 
extremos del fragmento que se usará en la transfección, esto para que la homología de la 
secuencia transfectada sea colineal con el blanco genómico. 

5.9) Recombinación homóloga. 

La recombinación homóloga (también llamada "recombinación general") puede ser 
definida como cualquier proceso en que secuencias de DNA similar intercambian 
información genética una con otra. Este tipo de recombinación homóloga es denominada 
no sitio específica y es distinguible de la recombinación sitio específica o de la 
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recombinación transposicional, en que no es necesario una secuencia de DNA 100% 
identica. Es decir la recombinación homóloga puede ocurrir entre 2 secuencias cualesquiera 
siempre y cuando entre las 2 secuencias haya suficiente homología. La recombinación es 
un evento que se lleva a cabo en varias células el cual involucra un intercambio de 
información genética entre secuencias de DNA diferentes. Este fenómeno participa en la 
generación de uno de los eventos esenciales para la evolución y la variabilidad entre 
individuos de una especie. Sin la recombinación genética el contenido de cada cromosoma 
tendría siempre los mismos alelos (formas alternativas de un gen ) y cambiaría sólo por 
mutación. Si se acumularan mutaciones deletéreas se eliminaría el cromosoma completo así 
como las mutaciones favorables para el organismo. Por el intercambio de genes, la 
recombinación permite que mutaciones favorables y desfavorables sean probadas como 
entidades individuales y permite que mutaciones desfavorables sean eliminadas sin afectar 
otros genes a los que estuvieron unidos en el pasado. 

La recombinación involucra el intercambio físico entre las correspondientes 
cadenas de DNA. Durante este evento se realiza la unión híbrida de dos cadenas parentales 
(hetera dúplex). Este evento inicia con el alineamiento de las dos hélices de DNA que van a 
recombinar, posteriormente se realiza un corte en una de las cadenas de ambos dúplex, 
entonces cada extremo libre se aparea con la cadena complementaria de DNA formando el 
hetera dúplex. En la siguiente fase aumenta el numero de bases con apareamiento 
entrecruzado a través de las cadenas (migración del hetera dúplex ) y finalmente las 
moléculas de DNA se separan. Para separar a los dúplex en recombinación se realiza otro 
corte en una de las cadenas, si se corta la misma cadena donde ocurrió el primer corte 
entonces, las cadenas que se liberan corresponden a las cadenas parentales pero 
conteniendo un hetera dúplex. Si se corta la otra cadena se generan moléculas DNA con 
regiones de ambos dúplex parentales unidas por el hetera dúplex. (Lewin. B.,1997). 

La recombinación homóloga entre una secuencia de DNA transfectado y una 
secuencia de DNA genómico homóloga (el blanco) es una aplicación experimental de la 
capacidad de la célula para desarrollar recombinación homóloga, resultando en la 
alteración programada de una secuencia endógena. Esto ha llegado hacer una práctica 
común usándose el termino recombinación homóloga o "gene targeting" . 

Utilizado para alguno de los siguientes propósitos: 
1) Aprender acerca de la estructura y función del gen. 
2) Crear modelos de animales para enfermedades 
3) Curar enfermedades genéticas. 
Recientemente se asumió basándose en estudios en su mayoría en procariontes, que la 

frecuencia de inserción, intercambio de un fragmento o el reemplazo completo del gen 
aumenta con el incremento de la longitud de la secuencia homóloga. Datos derivados de un 
experimento sobre recombinación intracromosomal determinaron que la mínima longitud 
de homología es de 1 SOpb. 

5.10) Vector de tranfección. 

Un vector de transfección es aquel que nos permite transportar, amplificar y 
expresar una secuencia exógena. Existen diversos tipos de vectores de transfección entre 
los que se encuentran los plásmidos, fagos, minicromosomas, etc. La selección del vector 
de transfección depende de varios factores, como los requerimientos en el tamaño del 
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inserto a clonar como de la célula receptora que lo contendrá ya sea para su amplificación, 
mutación, expresión, etc. 

Los vectores de DNA de plásmido son uno de los más utilizados por sus múltiples 
ventajas. Estos se replican por sí mismos como moléculas de DNA extracromosomal en 
casi todas las especies de bacterias. En la naturaleza, los plásmidos son comunes 
presentando diferentes características como: variación en estructura, tamaño, modo de 
replicación, número de copias por célula bacteriana, habilidad para propagarse en diferentes 
bacterias y transferencia entre especies de bacterias, etc. 

La replicación del plásmido depende de las proteínas de la célula huésped, pero 
también puede requerir funciones que se codifican en el plásmido. 

Los plásmidos llevan genes que son específicos para una amplia variedad de 
funciones incluyendo: resistencia a antibióticos, resistencia a metales pesados, sensibilidad 
a mutágenos, sensibilidad o resistencia a bacteriófagos, producción de enzimas de 
restricción, producción de aminoácidos poco frecuentes, producción de toxinas, 
determinación de virulencia, catabolismo de moléculas orgánicas complejas, habilidad para 
formar buenas relaciones simbióticas y habilidad para transferir DNA de un reino a otro. 

Todos los vectores de DNA de plásmidos contienen tres características en común: 
un replicón , un marcador de selección y un sitio de clonación. El replicón es una fragmento 
de DNA que contiene el sitio de inicio de replicación del DNA (origen de replicación u 
ori) y que también incluye genes que codifica RNAs y proteínas que son necesarias para la 
replicación. El marcador de selección, es necesario para seguir manteniendo la presencia 
del plásmido en células, es usualmente dominante y este gen generalmente codifica para la 
resi stencia a algún antibiótico. El sitio de multiclonación es un fragmento de DNA que 
contiene diferentes sitios únicos de reconocimiento de endonucleasas de restricción dentro 
del cual puede ser insertado el DNA foráneo sin interferir con la estabilidad del plásmido 
para replicar o para conferir un fenotipo de selección sobre su huésped. Por lo tanto 
algunas de las características básicas a considerar cuando se selecciona un vector de DNA 
de plásmido incluye el tamaño del vector, su número de copias, la región de policlonación 
y la habilidad para seleccionar las clonas positivas. (Frederick.M.Ausubel et al; 1995). 

5.11) Transfección. 

Las técnicas de transfección son el equivalente de las técnicas de 
transformación en procariontes. Han sido usadas una variedad de técnicas para transferir 
secuencias nuevas de DNA dentro de células eucariontes superiores in vitro que se basan 
en la introducción de material exógeno en el genoma de ese organismo. Hay dos tipos de 
transfecciones (descritos en células de mamíferos) transitoria y estable o permanente. En 
una transfección transitoria, la transcripción del gen puede ser analizado entre 1 y 4 días 
después de haber introducido el ADN. Por otro lado, muchos experimentos requieren la 
formación de líneas celulares que contengan el gen(s) los cuales son integrados dentro del 
ADN cromosoma! dando como resultado una transfección estable o permanente. 

Podemos considerar dos grandes grupos de técnicas de transfección: 1) 
Métodos físicos que se basan en el uso de sistemas mecánicos, no biológicos, para lograr la 
inserción de material genético en las células. Los principales son: Electroporación y 
Microinyección y 2) Métodos químicos basados en la formación de complejos que las 
células sean capaces de adquirir e incorporar, bien sea directamente mediante la ruta 
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endocítica (fosfato cálcico, DEAE dextrano) o a través de las membranas (lipofección) 
utilizando vehículos biológicos como liposomas, DNA viral y retroviral (o RNA). 
· En el primer caso, durante la microinyección el DNA exógeno es introducido 
directamente dentro del núcleo de la célula receptora mientras que en la electroporación, 
una descarga eléctrica crea o dota a la membrana de cierta permeabilidad al DNA exógeno 
durante unos pocos segundos. Sí las células sometidas a dicho choque eléctrico están 
sumergidas en un medió rico en DNA de plásmido algunos de ellos penetran a la célula. 

El método del fosfato cálcico esta basado en la obtención de un precipitado entre el 
cloruro de calcio y el ADN en una solución salina de fosfatos . En esta situación co­
precipitan formando unos agregados que son endocitados/fagocitados por las células. 
Aparentemente el agregado de calcio protege al ADN de la degradación por las nucleasas 
celulares aunque el mecanismo aún no se conoce con precisión. El tamaño y la calidad del 
precipitado es crítico para el éxito del proceso. 

6 ANTECEDENTES DIRECTOS 

En Entamoeba histolytica hasta la fecha solamente se ha logrado el establecimiento 
de condiciones para obtener una transfección transitoria y transfección estable episomal. 
Esto sólo ha permitido la caracterización parcial de algunas moléculas dejando preguntas 
aún sin responder. Ejemplo de esto es el estudio del ameboporo en el que evidencias 
obtenidas in vitro proporcionaron información indirecta de su participación en la 
patogénesis de este parásito. Posteriormente experimentos utilizando secuencias antisentido 
para bloquear la expresión del ameboporo han mostrado una correlación entre la 
disminución de la capacidad patogénica de los parásitos transfectantes y la disminución de 
los niveles de expresión del AP-A. Sin embargo esta inhibición es solamente parcial (60%) 
por lo que sería necesario contar con la obtención de parásitos knock-out y poder así no 
sólo analizar el fenotipo de estos parásitos nulos en la proteína sino incluso saber si hay o 
se activan otras moléculas capaces de sustituir sus funciones . También con este sistema 
sería posible poder realizar experimentos de reconstitución que confirmen de manera 
definitiva la participación de la proteína en todos los fenómenos en los que se propone está 
involucrada. Ya que el ameboporo es gen de copia única, este modelo resulta ideal para 
establecer las condiciones para la obtención de amibas knock-out. 

7 JUSTIFICACIÓN 

Los antecedentes antes descritos nos muestran la importancia de establecer 
condiciones que permitan la obtención de Knock-out en Entamoeba histolytica, por lo que 
los objetivos de este trabajo se centran en la construcción de dos vectores de transfección 
que permitan la obtención de amibas knock-out del ameboporo, gen utilizado como modelo 
en el presente proyecto. 
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8 OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Construcción de dos vectores de transfección (pAP5'-Neo-AP3' y pAP5 '-Hyg­
AP3 ') para la futura obtención de un Knock-out en Entamoeba histolytica. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

~ Determinar el número de núcleos de trofozoitos de Entamoeba histolytica. 

~ Purificar DNA de los plásmidos pBS:Neo y pBS:Hyg. 

~ Amplificar por PCR las regiones flanqueantes 5' y 3' del ameboporo de Entamoeba 
histolytica a partir de DNA genómico de amiba. 

~ Clonar las regiones amplificadas anteriormente (AP5' y AP3 ') en los vectores 
pBS:Neo y pBS:Hyg que contienen las regiones que codifican para neomicina e 
higromicina respectivamente, para obtener los vectores de transfección pAP5 ' -
Neo-AP3, y pAP5'-Hyg-AP3 '. 
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DIAGRAMA EXPERIEMENTAL 

AP3' 

'---• PCR ---~ 

Hindlll Hinc 11 Hind 111 Sph 1 

Hind lII Hindlll 

~Hincll 
~ T 421~ Cf:":J Sph 1 

~ 

r-~ 
T4 DNA ligasa T4 DNA Iigasa 

Xbal 

Kpnl 
L"::J Kpnl 

~ 

T4 DNA ligasa T4 DNA Jigasa 

Figura No 3 Diagrama Experimental 
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10 MATERIALES Y MÉTODOS 

10.1) Material Biológico. 

10.1.1 ) Bacterias. 

+ Escherichia coli DHlOB . 

Son altamente efici entes, químicamente competentes para generar bibliotecas 
geonómicas. La cepa OH 1 OB es endA J, lo cual mejora la calidad del ADN de plásmido 
obtenido de mini -preparaciones. Es hsdRMS , lo que permite clonar el ADN sin que se 
digiera por endonucleasas de restricción internas. La eficiencia máxima de las células 
calcio competentes DHlOB es de lx109 transformantes/µg de monómero pUC19 ADN en 
una reacción de transformación de 100 µl. 

• > 1x109 eficiencia de transforman tes/ µg para la construcción de bibliotecas o 
transformaciones de ADN en cantidad limitante. 

• Eliminación de los sistemas de restricción mcrA, mcrB, mrrRMS para permitir 
la construcción de bibliotecas geonómicas más representati vas. 

• Acepta plásmidos de tamaño grande debido a la mutación de endAl. 
Genotypo: F mcrA 6(mcr-hsdRMS-mcrBC) <I>80dlacX74 deoR recAl endAl araD1396 
(ara,leu)7967 galU galK'A.-rpsL nupG. 

+ Escherichia coli SURE. 

Reducen arreglos y eventos de deleción. Sirven para clonar ADN con secuencias 
repetidas invertidas o estructuras secundarias, como Z-ADN que puede ser rearreglada o 
eliminada por otro sistema de reparación de E.coli . Las células SURE facilitan la clonación 
de ADN que contiene esas estructuras irregulares por la remoción de genes asociada con el 
rearreglo y eliminación de estos ADN. El sistema de reparación UV (uvrC) y la vía de 
reparación SOS (umuC) involucrados en la reparación de lesiones del ADN, y cuya 
remoción resulta en un . incremento en la estabilidad del ADN 10 a 20 veces mayor 
conteniendo repetidos invertidos largos. Las proteínas SbcC y RecJ de E. coli están 
involucradas en ciertos tipos de recombinación y mutaciones grandes en estos genes han 
incrementado la estabilidad de estructuras Z-ADN. La combinación de las mutaciones de 
recB y recJ confieren un fenotipo deficiente en recombinación a las células SURE ya que 
reduce enormemente la recombinación homóloga, de la misma manera que una mutación 
en el gene recA. Las células SURE son también restricción-negativa mcrA, (mcrCB­
hsdSMR-mrr) 171 lo que permite la clonación de ADN metilado. El gene endAl ha sido 
mutado para obtener alta calidad de ADN de plásmido en mini-preparaciones que puede 
ser producido desde estas células. 
Genotipo: L1(mcrA) 183 (mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 
relAl lac Kanr [F 'proAB laclq ZL1M15 Tn JO(Ten] 
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10.1.2) Parásitos. 

Se utilizó la cepa de Entamoeba histolytica HM-1 :IMSS, la cual se creció en 
condiciones axénicas en medio TYI-S-33. (Diamond et al; 1978) 

10.1.3) Plásmidos. 

10.1.3 .1) pBS:Neo (3997pb). 

Este vector contiene la secuencia de 792 pb que codifica para Neomicina (Neo) que 
confiere resistencia a G418 amplificada por PCR, clonado en los sitio Hinc 11 del sitio de 
policlonacion del vector pBlue Scribe(-). En la secuencia del esqueleto del vector está 
contenida la secuencia que codifica para Ampicilina usada para seleccionar bacterias 
conteniendo el plásmido. 

10.1.3.2) PBS:Hyg (4229pb). 

Este vector contiene la secuencia de 1026 pb que codifica para Hygromicina (Hyg) 
amplificada por PCR, clonado en los sitio Msc 1 y EcoR V del sitio de policlonación del 
vector pBlue Scribe( + ). En la secuencia del esqueleto del vector está contenida la secuencia 
que codifica para Ampicilina usada para seleccionar bacterias conteniendo el plásmido. 

10.2) Extracción del ADN de amiba 
Referencia: Rebeca Manning Cela (Mezcla de varias técnicas). 

Se cosechó de 1-10 X 106 amibas en fase logarítmica de crecimiento (48 horas), se 
centrifugó a 1800rpm/ 4min., la pastilla se lavo 3 veces con PBS, se resuspendió 
cuidadosamente en un volumen igual de buffer de lisis frío y se revisó la integridad de las 
amibas al microscopio, se agregó Nonidet P-40 al 10% a una concentración final del 1 % y se 
agitó vigorosamente dentro del baño de hielo, se revisó al microscopio la ruptura de todas las 
amibas y la integridad de los núcleos, la suspensión de núcleos se colocó sobre 1 Ornl.de un 
colchón de sacarosa lM en tubos Corex de 30rnl y se centrifugó a 6000rpm/12 min. (rotor 
sorvall HB-4), se retiró con cuidado el sobrenadante y se resuspendió la pastilla muy 
suavemente en 500µ1 de EDTA 0.5M pH8/sarcosil 1 %, se extrajo con un volumen igual de 
fenal equilibrado con inversiones suaves/ 1 minuto, se centrifugó 3 min. para separar las fases 
y se retiró la fase orgánica (que en este caso es la fase superior, ya que a tan alta concentración 
de sal usada las fases se invierten), se extrajo nuevamente con un volumen igual de fenal 
equilibrado como se indicó anteriormente, se extrajo 2 veces más con un volumen igual de 
cloroformo-isoamflico recuperando en ambos casos la fase acuosa (fase superior), el ADN se 
precipitó con 2.5 volúmenes de etanol frío e inversiones suaves hasta que se formó la red, la 
cual se recuperó con una punta de micropipeta y se resuspendió con cuidado en 500µ1 de agua 
estéril, se precipitó el ADN con 111 O del volumen de una solución de acetato de sodio 3M y 
2.5 volúmenes de etanol frío obteniéndose nuevamente una red, por último el ADN se 
resuspendió en 500µ1 de ·agua destilada estéril y se determinó su concentración por D.O. y en 
geles de agarosa donde también se confirma la integridad y pureza del ADN. 
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10.3) Preparación de Células Calcio Competentes. 
Referencia Bibliográfica.- Oower et al; 1988, Sambrook, et al., 1989. 

El tratamiento aplicado a Escherichia coli provoca la eliminación de la membrana 
externa y además debilita la pared celular de la bacteria, para facilitar la entrada de ADN de 
plásmido al citoplasma bacteriano. La preparación de las células es un proceso muy 
delicado en el que hay que cuidar que las bacterias se encuentran en fase logarítmica de 
crecimiento y que todas las soluciones estén a 4ºC y el procedimiento se haga en frío. Se 
prepararon las células calcio competentes de las siguientes cepas DH5a, DH 1 OB y SURE; 
para lo cual se realizó el siguiente método para cada una de ellas: 

Se inoculó una colonia bacteriana fresca en 20 mi de medio LB en un matraz de 
250 ml y se dejó toda la noche. De este cultivo se tomaron 2 ml y se pusieron en un matraz 
de 250 ml con 20 ml de medio TYM, en este paso el cultivo se dejó crecer hasta que se 
observó una O.O. entre 0.2-0.8. Se colocó todo el cultivo anterior en un matraz de 2 lt el 
cual tenía previamente 100 ml de medio TYM y se dejó incubar a una D.O. entre 0.5 a 0.9. 
Se agregó medio TYM hasta que alcanzó los 500 mi finales y se dejo crecer hasta que 
alcanzó una O.O. de 6.0 (esta lectura debe ser exacta ya que cualquier variación influye de 
manera considerable en la eficiencia de las células); el cultivo se colocó inmediatamente 
dentro de agua con hielo. Se centrifugó a 4000rpm 15'14 ºC posteriormente se desechó el 
sobrenadante se resuspendió muy suavemente en lOOml de la solución TFBI. Después se 
centrifugó a 4000 rprn/ 8min./ 4 ºC, se desecho el sobrenadan te se resuspendió muy 
suavemente en 20 ml de la solución TFBII. Se distribuyó en fracciones de 150µ.l en tubos 
eppendorf y se congelaron en hielo seco-etanol, finalmente se almacenaron en el 
ultracongelador. Posteriormente las células se transformaron con diferentes concentraciones 
de ADN de plásmido (0.1, 1.0 y 10 ng), para conocer su eficiencia de transformación. Cabe 
mencionar que para lograr una transformación exitosa la eficiencia de las células 
competentes debe de encontrarse dentro de los límites establecidos (107 y 108 

transformantes/ µg ADN). 

10.4) Diseño de oligonucleótidos. 
Referencia Bibliográfica.- Sambrook, J. et al; 1989. 

Un oligonucléotido es una cadena de ácido nucleico formado por un número 
variable de bases nitrogenadas que van desde 10 hasta 30 nucléotidos. También conocidos 
como primers, sirven para alinearse con el ADN de cadena sencilla para formar un 
segmento de cadena doble, que sirve como cadena iniciadora para la amplificación sucesiva 
de la reacción en cadena de la polimerasa. Para el diseño de los primers es necesario 
conocer la secuencia de nucléotidos de la cadena que se desea amplificar; también se debe 
considerar que los primers tengan una Tm muy parecida (esto se logra aumentando o 
disminuyendo el número de nucléotidos de cada primer hasta lograr su homogenización en 
contenido de GC y por lo tanto de su Tm). Finalmente se debe incluir al inicio y final del 
primer ciertas secuencias que sean reconocidas por enzimas de restricción, esto con el fin 
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de manipular el producto de PCR y así facilitar su clonación a secuencias circulares de 
ADN autoreplicativas (plásmidos, cosmidos, etc.). 

En base a la secuencia nucleotídica de las regiones flanqueantes 5' y 3' del 
ameboporo se diseñaron oligonucleótidos para amplificar cada una de ellas. Para cada 
fragmento se diseñó un oligonucleótido sentido y otro antisentido conteniendo la secuencia 
que corresponde a la región flanqueante del ameboporo en el extremo 3' y en su extremo 5' 
una secuencia para el corte con la enzima de restricción que se utilizó en la estrategia de 
clonación. También al final del extremo 5' se agregaron los nucleótidos necesarios para 
asegurar un corte eficiente por las enzimas de restricción considerando que éstas están en 
un extremo. 

El diseño de los primers fue el siguiente, indicándose en todos los casos en negrillas el sitio 
de restricción agregado para la posterior clonación de los productos amplificados y la Tm 
de cada primer se indica a la derecha de cada uno. 

Ameboporo 1 Sentido ( + ). De la secuencia -402 a la -387 del A TG ( + 1) de la secuencia 
del gen del ameboporo. 

CATAAGCTTGGGAGAGTCGAAGTATG Tm=53 
Hind III 

Ameboporo 2 Antisentido (-).De la secuencia -1 a la-18 del ATG (+l) de la secuencia del 
gen del ameboporo. 

GGGGGTCAACGATTGTTTGTAAGATATG Tm=53 
Hinc II 

Ameboporo 3 Sentido(+). De la secuencia +294 a la +311 del ATG (+1) de la secuencia 
del gen del ameboporo. 

GCTCTAGATAAGTTTTAAGCTACTC Tm=48 
Xba I 

Ameboporo 4 Antisentido (-): 
De la secuencia +556 a la +532 del ATG ( + 1) de la secuencia del gen del ameboporo. 

GGGGTACCCCAATAGATACTCTTCTTG Tm=55 
Kpn I 

Ameboporo 5 Antisentido (-): 
De la secuencia -1 a la -18 del A TG ( + 1) de la secuencia del gen del ameboporo. 
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GCAGCTGTGCATGCGATfGTITGTAAGATATG 
Sph l 

10.5) Acoplamiento de oligonucleótidos 

Ameboporo 5' (AP5') 

5' 
Sentido 

3' 

Hind/11 

l CAT 1 ANJCfT ' GGGAGAGTCGAAGTATG l -----

SI 

----1GTATAGAATGTTTGTTAGC1 MCl'OO 1 GGG f 

Anti-sentido Hinc// 

3' 5' 

Metodología 

Tm=57 

Fig. No 4. Acoplamiento de los primers Ameboporo 1 (sentido) y Ameboporo 2 
(antisentido) de la Región flanqueante AP5' (42lpb) del gen del ameboporo. El producto de 
PCR se usara para su posterior clonación en pBS:Neo. 

Ameboporo 3' (AP3 ') 

5' 3' 

Xbal Sentido 

SI Ameboporo 
SI 

1 GTICITCTCATAGATAACC ICCATGGI GG 1 

Anto-sentido Kpn/ 

3' 5' 

Fig. No 5. Acoplamiento de los primers Ameboporo 3 (sentido) y Ameboporo 4 
(antisentido) de la Región flanqueante AP3'(278pb) del gen del ameboporo. El producto de 
PCR se usara para su posterior clonación en pBS:Neo. 
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Ameboporo 5' (AP5') 

5' 
3' 

Sentido 
Hindi// 

1CAT1 AAGCTT 1 GGGAGAGTCGAAGTATG 1 -----

SI 

-----1 GTATAGAATGTTTGTTAG 1 CGTACG lrnrCGACGI 

Anti-sentido Sph I 

3· 5• 

Fig. No 6. Acoplamiento de primers Ameboporo 1 (sentido) y Ameboporo 5 (antisentido) 
de la Región flanqueante AP5' (434pb) del gen del ameboporo. El producto de PCR se 
usara para su ulterior clonación en pBS:Hyg. 

Ameboporo 3 • (AP3 ') 

5• 3· 

Xbal Sentido 

SI Ameboporo 
SI 

1 GTICTTCTCATAGATAACC lccAroal GG 1 

Anti-sentido Kpn I 

3· s· 

Fig. No 7. Acoplamiento de primers Ameboporo 3 (sentido) y Ameboporo 4 (antisentido) 
de la Región flanqueante AP3' (278pb) del gen del ameboporo. El producto de PCR se 
usara para su ulterior clonación en pBS:Hyg. 
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10.6) PCR 
Referencia Bibliográfica.- Sambrook, J. et al; 1989. 

La reacción en cadena de la polimerasa es un procedimiento rápido para una 
amplificación enzimática in vitro de un segmento específico de ADN, que se encuentra 
entre dos regiones de secuencias conocidas, generando millones de copias a partir de una 
sola molécula. Está técnica emplea a la enzima denomjnada "ADN Polimerasa I" la cual 
interviene en la síntesis del ADN de la célula. Comercialmente se le conoce como "Taq", 
ya que proviene de la bacteria Thermus aquaticus y es capaz de llevar a cabo la síntesis de 
ADN a temperaturas superiores de 90ºC. La reacción de PCR consiste en varios ciclos 
repetidos a diferentes temperaturas para amplificar el ADN describiéndose a continuación 
cada una de estas etapas: 

1. Desnaturali zación.- esta etapa tiene como objetivo separar todo el ADN de doble 
cadena y convertirlo en ADN de cadena sencilla. Es necesario que se lleve acabo a 
una temperatu ra superior a 90ºC e inferior a lOOºC. en un tiempo de 20-30" 

2. Alineamiento.- consiste en el acoplamiento del oligonucléotido, cebador o primer, 
con la cadena molde de ADN para ayudar a la enzima Taq a reconocer un segmento 
de doble cadena: esta etapa se realiza a una temperatura que varía de acuerdo a la 
Tm (temperatura de desnaturalización de cada oligonucléotido) y el tiempo fluctúa 
entre 10 y 20" . 

3. Síntesis.- como su nombre lo indica esta etapa consiste en la reacción de la enzima 
Taq para incorporar nucléotidos y completar la síntesis del ADN. La reacción se 
lleva a cabo a 72ºC y el tiempo esta en función del tamaño de la cadena a 
ampli ficar. 

Se amplificó la región flanquean te AP5' para lo cual se utilizó como ADN templado el 
ADN genómico de amiba y los iniciadores a emplear fueron los siguientes: iniciadores río 
arriba 5'CATAAGCTTGGGAGAGTCGAAGTATG3' (APl) para ambos vectores 
pBS:Neo y pBS:Hyg y los iniciadores río abajo son: para pBS :Neo 
5'GGGGGTCAACGATTGTTTGTAAGATATG3'(AP2); y para pBS :Hyg 
5 'GCAGCTGTGCA TGCGA TTGTTTGTAAGA TA TG3 ' (AP5) 

Para la amplificación de la región flanqueante AP3 , que es igual tanto en pBS:Neo 
como en pBS:Hyg. Se utilizó también como templado el ADN genómico de amiba; los 
iniciadores río arriba: 5'GCTCTAGATAAGTTTTAAGCTACTC3' (AP3) y río abajo: 
5'GGGGTACCCCAATAGATACTCTTCTTG3' (AP4). Se utilizaron 30ng de ADN 
genómico de Entamoeba histolytica HMI:IMSS ,lOOng de c/u de los primers, 1.25mM de 
dNTPs, SOmM de Sulfato de Magnesio, 1/ 10 vol de solución amortiguadora lOX (Buffer 
Taq HiFI), 1 unidad de la enzima Taq ADN Polimerasa HiFi (Invitrogen) y agua Mili Q en 
un volumen de reacción de 100µ1. El primer ciclo consistió en desnaturalizar el templado a 
95ºC/5minutos, Alineamiento a 55ºC/l minuto y Tensión a 72ºC/3minutos; esto fue seguido 
de 34 ciclos con las mismas condiciones anteriores. Finalmente el último ciclo se efectuó a 
72ºC durante 7minutos. 
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10.7) Purificación del Producto de PCR. 

Para verificar nuestra amplificación se corrieron 10 µl de cada muestra AP5 'y AP3 , 
en un gel de agarosa al l o/o TBE. Posteriormente el resto de la reacción del producto de 
PCR se precipitó con 1

/ 10 de Acetato de Sodio 3M más 2.5 volúmenes de etanol absoluto; se 
dejó a -70ºC por 20' , se centrifugó a 12,000rpm/15' a 4ºC, se lavó con etanol al 70% y por 
ultimo se centrifugó a 12,000rpm/10' a 4ºC, se secó perfectamente y se resuspendió en 10 
µI finales de TE. 

10.8) Electroforesis en geles de agarosa. 
Referencia Bibliográfica.- Sambrook, J. et al; 1989. 

El objetivo de la electroforesis es determinar el peso de una cadena de ADN 
basándose en el principio que cuando una corriente eléctrica pasa a través del gel, el ADN 
se desplazará a través del gel en una relación que es inversamente proporcional al logaritmo 
de su peso molecular, por lo tanto una banda de ADN más corta y con un peso molecular 
menor migra más rápido que una banda de ADN más larga. 

Para preparar el gel se disolvió la cantidad de agarosa necesaria a la concentración 
deseada (1 %) en la solución TBE lX, después se calentó hasta solubilizarse y se virtieron 
lOml sobre un vidrio con un peine que permitió la obtención de pozos (el no. de pozos 
depende de las muestras) donde se colocaron las muestras. Posteriormente ya que se 
solidificó el gel se colocó en una cámara de electroforesis con buffer TBE IX. 
Cada alícuota de ADN de el producto de PCR (AP5 'y AP3 ' ), se mezcló con buffer de 
muestra, se colocó en cada uno de los pozos del gel y se corrió a 99 volts, se tiñó con 
bromuro de etidio (aprox. Al 1 %) por 6 minutos, se lavó con agua miliQ durante 10' y 
finalmente se tomó la foto en un analizador de imágenes. 

10.9) Análisis de restricción. 

Las enzimas de restricción tienen la propiedad de reconocer secuencias cortas de 
unas 4-6 pares de bases en el ADN de doble hebra y cortar el ADN en todos los puntos 
donde se encuentre tal secuencia, llamada diana de restricción. La cantidad de enzima, 
ADN, buffer , concentraciones iónicas , la temperatura y duración de la reacción varían 
dependiendo de la aplicación específica. A continuación se describen las condiciones 
usadas para la digestión de fragmentos y vectores para su clonación así como para análisis 
de clonas positivas. 

Los ADNs digeridos se utilizaron para reacciones posteriores las enzimas de 
restricción de pasos previos se inactivaron por calor a 65ºC/20 minutos. Todas las enzimas 
utilizadas fueron adquiridas de BioLabs. 

A continuación se describen las digestiones hechas para todas las construcciones y 
su verificación indicándose en la parte superior a que reacción corresponden. 
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Para generar extremos cohesivos tanto en el vector como en e l inserto se realizaron 
las siguientes digestiones: 

Inserto APS · 
Inserto APS' 

AP5 ' 5µ1 

Buffer 2 1 OX 1µ1 
Inserto ADN AP5' 5µ1 

Buffer 2 1 OX 1µ1 
BSA10X 1µ1 BSA10X 1µ1 
Hindlll 0.5µ1 Hindlll 0.5µ1 
Hinc 11 0.5µ1 Sphl 0.5µ1 
H20 2µ1 

H20 2µ1 
Total 10 µI Total 1 O µI 

Inserto AP3' 
AP5 ' 5µ1 

Buffer 2 1 OX 1µ1 

BSA 10X 1µ1 

Xbal 0.5µ1 
Kpnl 0.5µ1 

H20 2µ1 
Total 10 µI 

Vector pBS:Neo Vector pBS:Hyg 
ADN pBS:Neo 5µ1 ADN pBS:Hyg 5µ1 
Buffer 2 1 OX 1µ1 Buffer 2 1 OX 1µ1 

BSA 10X 1µ1 BSA 10X 1µ1 

Hindlll 0.5µ1 Xbal 0.5µ1 
Hinc 11 0.5µ1 Kpnl 0.5µ1 

H20 2µ1 H20 2µ1 
Total 10 µI Total 1 O µI 

Para verificar que efectivamente se ligó el fragmento clonado al vector se realizaron 
las siguientes digestiones . 

Stet AP5'- pBS:Neo Stet pBS:Hyg-AP3 ' 
ADN AP5 '-pBS:Neo 5µ1 ADN pBS:Hyq-AP3 " 5µ1 

Buffer 2 1 OX 1µ1 Buffer 2 1 OX 1µ1 

BSA10X 1µ1 BSA 10X 1µ1 

Hindlll 0.5µ1 Xbal 0.5µ1 

Hinc 11 0.5µ1 Konl 0.5µ1 

H20 2µ1 H20 2µ1 
Total 10 µI Total 1 O µI 
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Lisis p8S:AP5 '- Neo Lisis pBS:Hy! -AP3' 

ADN AP5 'Neo 5µ1 ADN pBS:Hyq-AP3' 5µ1 

Buffer 2 1 OX 1µ1 Buffer 2 1 OX 1µ1 

BSA 10X 1µ1 BSA 10X 1µ1 

Hindlll 0.5µ1 Xbal 0.5µ1 

Hinc 11 0.5µ1 Konl 0.5µ1 

H20 2µ1 H20 2µ1 

Total 10 µI Total 1 O µI 

Para realizar la siguiente clonación se efectuaron las digestiones siguientes, con el 
fin de generar nuevamente extremos cohesivos. 

Lisis pBS:AP5 '-Neo Lisis p8S:Hv11-AP3 ' 
ADN AP5 '-Neo 5µ1 ADN p8S:Hyg-AP3. 5µ1 

Buffer 2 10X 1µ1 Buffer 2 10X 1µ1 

BSA10X 1µ1 BSA 10X 1µ1 

Xbal 0.5µ1 Hindlll 0.5µ1 
Kpnl 0.5µ1 Sohl 0.5µ1 

H20 2µ1 H20 2µ1 
Total 10 µI Total 10 µI 

Para verificar la conecta clonación de los fragmentos anteriormente ligados se 
realizaron las digestiones siguientes. 

Stet AP5'-Neo-AP3' Stet APS'-Hv1:1-AP3' 
ADN AP5'-Neo-AP3 ' 5µ1 ADN APS . -Hyg-AP3. 5µ1 

Buffer 2 10X 1µ1 Buffer 2 10X 1µ1 

BSA 10X 1µ1 BSA10X 1µ1 

Xba 1 0.5µ1 Hindlll 0.5µ1 
Konl 0.5µ1 Sphl 0.5µ1 

H20 2µ1 H20 2µ1 
Total 10 µI Total 10 µI 
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Lisis AP5'-Neo-AP3' 
ADN AP5'-Neo-AP3' 5µ1 

Buffer 2 1 OX 1µ1 

BSA10X 1ul BSA 10X 

Hindlll 0.5µ1 Xba 1 

Hinc 11 0.5µ1 K ni 

H20 2µ1 2 1 
Total 1 O µI Total 10 

Lisis AP5'-Neo-AP3' 
ADN AP5'-Neo-AP3' 5µ1 

Buffer 2 1 OX 1ul 

BSA 10X 1µ1 

Xbal 0.5µ1 Hindlll 
Kpnl 0.5µ1 s h 1 

H20 2µ1 2 1 

Total 10 µI Total 10 

10.10) Transformación. 

Debido a que Jos ácidos nucleicos no pueden ingresar a la bacteria autónomamente, 
es necesario que puedan atravesar la membrana para poder ser expresados y replicados, por 
tal motivo es necesario dar un choque térmico a la bacteria Ca 2

+ competente, para que 
pueda ingresar el ADN desnudo que se encuentre en el medio. Se transformaron bacterias 
Ca2

+ competentes con ADN libre (desnudo) para lo cual se colocaron 100 µl de buffer 
TFB-2 enseguida se adicionaron 5 µl de ADN a transformar (según la concentración que 
se requiera transformar) y 50 µl de células calcio competentes DHlOB (célula receptora), 
se incubó en cuarto frío 1 O minutos y se dio el choque térmico a 42ºC por 1'30'', 
posteriormente se adicionó 1 mi de LB y se incubó a 37 ºC por lhr. Finalmente se 
plaquearon en cajas con LB agar con ampicilina (100 µg/ml) y se dejaron incubando a 37ºC 
por 24hrs. 

10.11) Extracción y purificación de ADN de plásmido por lisis alcalina. 
Referencia Bibliográfica .- Ausubel y col. , 1999. 

Es el procedimiento más usado, destruye RNA contaminante por la adición de 1 a 
lümg/ml de solución de RNasas, es muy confiable para dar una mejor purificación del 
ADN. 

Se inoculó una colonia bacteriana para .cada una en 20ml de LB+ 100 µg/ml de 
ampicilina, se incubó a 37ºC por 24hrs. Se centrifugaron lüml del cultivo anterior y se 
resuspendió la pastilla en 200 µl de solución I y se mezcló vigorosamente. Se adicionaron 
400 µl de solución II (preparada fresca) y 300 µl de solución III. Después de 5minutos, se 
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centrifugó a 12000 rpm/5 minutos . Se recuperó el sobrenadante y se le agregaron 2 µI de 
RNasas incubándose a 37ºC/2hrs. Se extrajo con un volumen igual de Fenol-cloroformo­
isoamílico (25:24: 1) mezclando vigorosamente hasta formar una emulsión. Se centrifugó a 
12000rpm IS minutos a 4ºC recuperando la fase acuosa (arriba). Se precipitó el ADN con 
un volumen igual de isopropanol durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se 
centrifugó a 12000rpm/5 minutos a 4 . Se descartó el sobrenadante por aspirado y se 
resuspendió en lml de etanol al 70%, se centrifugó a 12000rpm/5 minutos a 4ºC y se aspiró 
el sobrenadante y finalmente se resuspendió el ADN en 50 µl de TE. 

10.12) Clonación o Ligación. 
Referencia Bibliográfica.- Ausubel et al; 1999. 

La ADN ligasa cataliza la formación de puentes fosfodiéster entre una 
yuxtaposición S'fosfato y un hidroxilo terminal 3' en ADN duplex uniendo moléculas de 
ADN con extremos cohesivos compatibles. 

La clonación consistió en insertar un segmento de ADN de interés dentro de un 
vector de clonación y obtener grandes cantidades del vector recombinante. 

En cada caso el vector e inserto se precipitaron juntos y se resuspendieron en la 
cantidad de agua Mili Q estéril aquí descrita. Además antes de adicionar la enzima, se dio 
un choque térmico a 50ºC/30 segundos (evitar estructuras secundarias en los ADNs), para 
aumentar la eficiencia de ligación; después se adicionaron 0.5µ1 de la enzima T4ADN 
Ligasa y se incubó a 16ºC/ 4hrs. transcurrido el tiempo se le agregó nuevamente 0.5µ1 de la 
enzima T4ADN Ligasa para asegurar la ligación y se incubó a 16ºC/ 4hrs. 

A continuación se describen las reacciones de ligación realizadas para las diferentes 
construcciones indicándose en la parte superior de cada tabla a qué reacción específica 
corresponde. 

Se procedió con la primera ligación del vector pBS:Neo y la región flanqueante 
APS' tal como se describe abajo: 

Ligación pBS:Neo---APS' 

Vector ADN pBS:Neo+Hind 111+Hinc11 (3µ1) 

Inserto ADN AP5'+Hind 111+Hinc11 (5µ1) 

ATP 10mM 1µ1 

Buffer 1 OX T 4 ADN Liqasa Biolabs 1µ1 

T4 ADN Liqasa Biolabs 0.5+0.5µ1 

H20 MiliQ estéril 7µ1 

Total 10 µI 
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Se li gó e l fragmento AP3' ampl ificado por PCR al vector pBS:APS ' -Neo. Con la 
siguiente reacción: 

Ligación AP5 · -Neo---------AP3 · 

Vector ADN AP5 '-Neo+Xba 1 + Kpn 1 (3µ1) 

Inserto ADN AP3 '+Xba 1+Kpn1 (4µ1) 

ATP 10mM 1µ1 

Buffer 1 OX T 4 ADN Ligasa Biolabs 1µ1 

T 4 ADN Ligasa Biolabs 1µ1 

H20 MiliQ estéril 7µ1 

Total 10 µI 

Se ligó el vector pBS :Hyg y el fragmento AP3' amplificado por PCR mediante la 
siguiente reacción: 

4µ1 

Inserto ADN AP3 '+Xba 1 + K n 1 11µ1 

ATP 10mM 2µ1 

2µ1 

1µ1 

H20 MiliQ estéril 15µ1 

Total 20 µI 

Se ligó el vector anteriormente descrito (pBS:Hyg-AP3') y el fragmento APS' con 
las condiciones siguientes: 

Ligación AP5. -------Hyg-AP3 . 

Vector ADN Hyq-AP3+Hinalll+Sphl (2µ1) 

Inserto ADN AP5 '+Hind lll+Sph 1 (5µ1) 

ATP 10mM 1µ1 

Buffer 1 OX T 4 ADN Ligasa Biolabs 1µ1 

T 4 ADN Liqasa Biolabs 1µ1 

H20 MiliQ estéril 7µ1 

Total 1 O µI 

Se transformaron las li gac iones en las cé lulas calcio competentes DHlOB utilizando 
S~Ll de la reacción y plaqueándose 3 cajas con 350µ1 de la transformación en cada una. 
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Este procedimiento es recomendado para extraer pequeñas cantidades . de ADN 
plasmídico (desde 1-24 cultivos) siendo un método rápido permitiendo analizar varias 
muestras a la vez. 

De cada transformación se seleccionaron las colonias resistentes al antibiótico de 
selección y se colocaron 5ml de cultivo líquido LB + ampicilina (100 µg/ml). Se 
centrifugó 1.5 mi. de un cultivo de toda la noche a 12000 rpm por 30", se resuspendió la 

pastilla en 350 µl de solución STET se mezcló en vortex y se agregaron 25 µl de 10 mg de 
li sozima/ tris pH8 10 mM (preparada fresca), se sometió a baño maría por 40" exactos, se 
observó lisado, se mezcló suavemente y centrifugó lüminutos a temperatura ambiente a 
12000 rpm; se recuperó el sobrenadante en otro tubo y se adicionaron 40 µl de acetato de 
sodio 2.5 M más 420 µl de isopropanol, se mantuvo 1 O minutos a temperatura ambiente y 
se centrifugó a 12000 rpm./ 5 minutos; se secó la pastilla parcialmente y se resuspendió en 
lrnl de etanol al 70%. Se centrifugó a 12000 rpm, se retiró el sobrenadante, se secó y 
resuspendió en 25µ1 de TE. 

10.14) Extracción de ADN por CsCI 

Este procedimiento nos permite obtener ADN plasmídico en gran cantidad y pureza, 
libre de muchos contaminantes. Utiliza bromuro de etidio y centrifugaciones a altas 
revoluciones, estabilizando un gradiente que permite la separación de ADN cicular del 
RNA y proteínas contaminantes. 

Se inoculó una colonia bacteriana en lOml de LB+Amp lOOµg/ml y se dejó a 37ºC 
todo el día. Se tomaron 5 ml del cultivo anterior y se pusieron en un matraz de 1 lt. más 
500 mi de LB+Amp. lOOµg/ml y se dejaron a 37ºC toda la noche. Posteriormente se 
centrifugaron a 5000 rpm (rotor GSB)/10 minutos a 4ºC se desechó el sobrenadante. La 
pastilla se resuspendió en 4 ml de solución TS después se le agregaron 4 ml de solución 
ELT y se colocaron a 70ºC/1 O min. exactos. Pasados los 10 minutos se centrifugó a 40,000 
rpm/20min/20ºC (rotor SW40Ti), se recuperó el sobrenadante y se le agrego volumen a 
volumen solución PEG-NaCl y se dejó 30 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugó 

a 7,000rpm/lOmin a 4ºC(rotor GSB), se resuspendió en 3ml de solución TE, se adicionó 
25 µl de RNAsa (5 µg/ml )y se incubó a 37ºC aproximadamente 4 hrs. Posteriormente se 
agregaron 4gr de Cloruro de Cesio + 500 µl de Bromuro de Etidio (5 mg/ml) . Se 
centrifugó a 90,000rpm/14hrs aprox. a 20ºC (rotor STV90). Con la ayuda de la luz U.V. se 
recuperó la banda de ADN circular cerrado, se le agregó volumen a volumen isopropanol 
para quitar todo el Bromuro de Etidio tantas veces como sea necesario (aprox. 3 o 4), se 
agregaron tres volúmenes de etanol al 70 o/o y se dejó a -20ºC toda la noche. Se centrifugó 
a 10,000rpm./10min./4º C, se resuspendió en TE y se extrajo volumen a volumen con fenol­
cloroformo. Se centrifugó a 12,000rpm/lmin. y recuperó la fase superior (dos veces). Se 
agregó 1/10 de acetato de sodio 2.5 M más 2.5 volúmenes de etanol absoluto y se dej ó a -
70º C/20min. Finalmente se lavó con etanol al 70%, se centrifugó 12.000rpm./ 5min y se 
resuspendió en TE. 
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10.15) Cuantificación espectrofotométrica de ADN 

Para cuantifi car la cantidad de ADN y determinar la pureza de las muestras, se 
leyeron las densidades ópticas de éstas a una longitud de onda de 260 nm y 280 nm. Una 
O.O. corresponde a aproximadamente 50 µg/ml de ADN de doble cadena, 40 µg/ml de 
ADN de cadena sencilla y aproximadamente 20 µg/ml para oligonucleótidos de cadena 
sencilla. Para cuantificar las muestras de ADN se hizo una dilución I : 1000 µl de agua y se 
vació en una cubeta de cuarzo. El radio entre 260 nm / 280 nm = 1.8 indica la pureza de las 
muestras de ADN. 

10.16) Purificación de ADN de geles de agarosa. 

Cuando fue necesario las muestras o fragmentos de ADN se purificaron de geles de 
agarosa usando el método de purificación de Qiagen (QIAquick Gel Extraction Kit 50, no. 
Cat 28704 de Qiagen) siguiendo las especificaciones del proveedor: 

Se corrió el ADN que se desea purificar en un gel de agarosa T AE al I o/o en una 
cámara de electroforesis con buffer TAE IX a 60 volts. El gel se tiñó con bromuro de 
etidio y lavó (cubriéndolo de la luz con papel aluminio) y se cortó la banda de interés con la 
ayuda del transiluminador de luz U.V. 

Se pesó el fragmento de gel de agarosa conteniendo el fragmento de ADN deseado 
y se hizo la conversión de gramos a mililitros asumiendo que I miligramos es igual a I µl. 
Se le agregó tres veces el peso de agarosa en µl de buffer QG y se incubó a 50ºC por 10 
min. hasta que la agarosa se disolvió completamente. Se comprobó que el color de la 
mezcla fuera amarillo; si el color era naranja o violeta se adicionó IO µl de acetato de sodio 
3M pH 5.0 y se mezcló hasta que el color se tornó amarillo. Se colocó la mezcla en una 
columna QIAquick y se centrifugó por Imin. a 13,000rpm. Se desechó el sobrenadante y se 
adicionó 0.5 ml de buffer QG a la columna y se centrifugó por I' a 13,000rpm eliminando 
así los restos de agarosa. La columna se lavó con 0.75 ml de buffer PE y se centrifugó por 
Imin. a 13,000 rpm (antes de centrifugar es recomendable dejar 2-5 min. en el buffer si el 
ADN va a ser utilizado en ligaciones o secuenciación). Se desechó el sobrenadante y se 
volvió a centrifugar ya que se deben desechar todos los residuos de etanol. Finalmente se 
colocó la columna en un tubo nuevo de I .5 ml para eluir el ADN adicionando 50 µl de 
buffer EB, se dejó I min. y se centrifugó I min. a I3,000 rpm. El ADN purificado se 
almacenó a -20ºC. 

10.17) Tinción de núcleos de trofozoitos con DAPI. 

Esta técnica nos permite teñir únicamente los núcleos ya que el colorante DAPI es 
ácidofilo por ello su atracción hacia el ADN. 

Se colocó lml. de amibas en un cubreobjetos, dentro de una cajita de cultivo, se 
dejó incubando 20 minutos a 37ºC para adherirse al cubre objetos , se lavó con PBS IX a 
37ºC 3 veces, se fijaron las amibas con l ml de formaldehido al 3.7% y se incubaron por 
20 minutos a temperatura ambiente, se lavaron 3 veces con PBS IX a 37ºC, se 
permeabilizaron las amibas con acetona durante 5 minutos a -20ºC, se dejó secar 20 
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minutos a temperatura ambiente y se colocaron 100µ1 tk colorante lJAPl, se lavó con PBS 
IX, 2 veces y por último se montó en 30µ1 de Airvol. Por último se observaron en el 
microscopio de epifluorescencia (marca ZEISS) con ayuda de un filtro azul. 
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Como se mencionó anteriormente el uso de los sistemas de transfección de DNA en 
E.histolytica en los últimos años, ha permitido un avance importante en el conocimiento de 
diversas áreas en este patógeno. Tal es el caso del estudio de la función de proteínas 
involucradas en la destrucción de tejidos corno el arneboporo. Sin embargo, aún cuando 
este parásito es factible de ser transfectado y expresar DNAs exógenos, hasta la fecha no a 
sido posible la obtención de parásitos Knock-out. Por lo que los objetivos de este trabajo se 
centran en la construcción de 2 vectores de transfección para la obtención de Knock-out en 
E. histolytica por medio de recombinación homóloga utilizando corno modelo el 
arneboporo. 

Corno primer objetivo se determinó el numero de núcleos por trofozoíto de E. 
histolytica HMl:IMSS de los cultivos del laboratorio, los cuales se tiñeron con DAPI 
corno se describe en materiales y métodos. Corno se observa en la tabla número ly en la 
Figura No 8 se obtuvo un 83 .6% de trofozoitos rnononucleados. 

CAMPO No TOTAL Mononucleadas Binucleadas Trinucleadas Tetranucleadas 

1 25 22 3 

2 21 20 1 

3 22 22 

4 24 22 2 

5 25 24 1 

6 12 11 1 

7 12 12 

8 15 13 2 

9 20 17 3 

10 24 22 2 

11 6 5 1 
12 10 8 2 
13 16 13 2 1 
14 24 17 2 4 1 
15 27 20 s 1 1 
16 23 17 s l 
17 9 6 3 
18 22 17 4 1 
19 20 IS s 
20 13 9 4 

370 289 48 8 2 

Tab la No 1. Se observan los va lores obten idos para e l muestreo de trofozoitos de amiba en donde se 
muestran e l número de núcleos teñidos con DAPI. Arrojando 83.6% de trofozo itos mononucleados. 
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Figura No 8. Se muestran las tinciones con DAPI de los núcleos de trofozoitos de Entamoeba 
histolytica HMl:IMSS, observandose por fila tres fotografias, las cuales corresponden a los 
mismos trofozoitos: a la izquierda los trofozoitos se observan en contraste de fase, en el centro 
se observan teñidos con DAPI y a la derecha la colocaliz.ación de las 2 fotografias anteriores 
(Contraste de fases-DAPI) 
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Corno un primer paso en la es trateg ia ele clo1wción para la construcción del vector 
pBS:APS'NeoAPJ ' se amplificó por PCR la secuencia flanqueante 5 ' (APS' de 42lpb) del 
ameboporo. Se utilizó como templado ADN genómico de E. histolytica HM 1 :IMSS y como 
iniciadores los oligos ameboporo 1 y 2. Como se muestra en la Figura No 9, se obtuvo un 
producto de amplificación de aproximadamente 421 pb que corresponde al tamaño esperado 
del fragmento. Posteriormente este producto de amplificación se sometió a una digestión 
con Hind III + Hinc 11 preparándolo para su clonación en el vector pBS:Neo. 

1 2 
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Figura No 9. Amplificación por PCR de la Región flanqueante 5' del gen del ameboporo 
denominada APS'. Gel de agarosa al 1 o/o teñido con Bromuro de Etidio. Carriles 1) Marcador de ADN 
de lkb 3.5111 2) Producto de PCR de la región flanqueante 5' del gen del ameboporo denominada APS' 
de 42lpb 10111. A la izquierda se muestran los pesos moleculares del marcador y a la derecha el peso del 
producto amplificado. IZT. 

Se extrajo ADN de pBS:Neo por lisis aicai'ina y se digirió con las endonucleasas 
Hind 111 + Hinc II con la finalidad de linealizarlo (3997pb) y generar los mismos extremos 
cohesivos del producto de PCR APS' (421 pb) permitiendo así una clonación dirigida. Una 
vez verificado que se obtuvo una digestión completa, el total de la digestión se corrió en un 
gel de agarosa al 1 o/o TAE y se purificó el vector linearizado/ Hind III + Hinc II con el Kit 
QIAquick de Qiagen como se indica en materiales y métodos . Como se muestra en la 
Figura No. 10, una alícuota del vector pBS:Neo+ Hind 111 + Hinc II ya purificado, se corrió 
en un gel de agarosa al l o/o en TBE para verificar su pureza, integridad y concentración. 
Como se observa se obtuvo una única banda de 3997 pb que corresponde al peso molecular 
esperado. 
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Figura No 10. Vector pBS:Neo Iinealizado con las endonucleasas Hind 111 + Hinc II y purificado 
con el kit de QIAquik. Gel de agarosa al l % teñido con Bromuro de Etidio. Carriles 1) Marcador de 
ADN de 1 kb 3.5µ 1. 2) Vector pBS:Neo de 3997pb lµl. 3) Vector purificado pBS :Neo +Hind III + Hinc 
II de 3997pb lµI. A la izquierda se muestran los pesos moleculares del marcador y a la derecha subrayado 
el peso del vector. 

Una vez que se obtuvi eron tanto el vector como el inserto digeridos (Hind III + Hinc 
II) y purificados se corrieron ambos en un gel de agarosa al 1 % en TBE lX (Figura No. 11 ) 
con la finalidad de calcular la cantidad necesaria para establecer las proporciones de cada uno 
en la reacción de ligación. Utilizando una relación de vector: inserto 1 :2 ambos AD Ns se 
precipitaron y se ligaron transformando posteriormente dicha ligación en células calcio 
competentes DHlOB y seleccionando las colonias resistentes a ampicilina sembrando en 
placas de LB + 100 µg/ml de ampicilina. 
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Figura No 11. ADN del vector pBS:Neo y de la región flanqueante APS' del gen del ameboporo 
digeridos y purificados.Gel de agarosa al l % teñido con Bromuro de Etidio. Carriles l ) Marcador de 
ADN de lkb 3.5µ1 2) vector pBS:Neo lisis alcalina 3997pb lµl. 3) Vector purificado pBS:Neo +Hind III 
+ Hinc II 3997pb 1µ14) Región flanqueante del gen del ameboporo AP5' + Hind III + Hinc II de 42lpb. 
A la izquierda se muestran los pesos moleculares del marcador y a la derecha subrayado el peso 
molecular de las muestras. 

Se obtuvieron varias colonias resistentes a ampicilina de las cuales se analizaron en 
grupos de 24 colonias por el método de STET como se describe en materiales y métodos. 
Para identificar las clonas positivas conteniendo la construcción deseada, los ADNs aislados 
se anali zaron por su patrón de res tricción con las enzimas Hind III+Hinc II que liberaría un 
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fragmento de 421 pb correspondiente a AP5' y otro de 3997 pb correspondiente al vector 
pBS:neo. En la Figura No. 12 se muestra un gel representativo del experimento completo en 
donde se observa una clona positiva (Figura No. 12, ca1Til 4) obteniéndose las bandas 
esperadas de 3997 pb (BS:Neo) y 42lpb (AP5'). 
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Figura No 12. Análisis de restricción mediante las enzimas Hind 111+Hinc11, para la localización 
de la clona positiva de la ligación pBS:APS'-Neo. Gel de agarosa al 1 o/o , teñido con Bromuro de 
Etidio. Carriles: 1) Marcadores de ADN de lkb, 3.5 µl. 2) Clona 1 del Stet pBS:AP5'-Neo + Hind III + 
Hinc II, 5µ1. 3) Clona 2 del Stet pBS:AP5'-Neo + Hind III + Hinc II, 5µ1. 4) Clona 6 del Stet pBS:AP5'­
Neo + Hind III + Hinc II, 5µ1. 5) Clona 7 del Stet pBS :AP5'-Neo + Hind III + Hinc II, 5µ1. A la izquierda 
se muestran Jos pesos moleculares del marcador molecular y a Ja derecha subrayado el peso molecular de 
las muestras. 

Se extrajo ADN por lisis alcalina de la clona positiva pBS:AP5' -Neo identificada 
anteriormente y se digirió con las enzimas de restricción Hind III+Hinc II. Como se aprecia 
en la Figura No 13, se obtuvieron las 2 bandas de 3997 pb (BS:Neo) y 421pb (AP5') las 
cuales corresponden a los pesos moleculares esperados verificando la pureza e identidad de 
nuestra clona positiva. 
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Figura No 13. Análisis de restricción con las enzimas Hind 111+Hinc11 del plásmido pBS:APS'­
Neo. Gel de agarosa al 1 %, teñido con Bromuro de Etidio. Carriles: 1) Marcador de ADN de 1 kb, 3.5µ1. 
2) ADN del vector pBS:AP5 ' -Neo extraído por lisis alcalina de 4418pb. 1 µl. 3) Vector pBS:AP5'-Neo + 
Hind III + Hinc II . 5µ1. A la izquierda se muestran los pesos moleculares del marcador molecular y a la 
derecha se muestra subrayado el peso molecular de las muestras . 
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Como se indica en la estrategia experimental el siguiente paso, fue la clonación de la 
secuencia flanquean te 3' de ameboporo (AP3') en el vector obtenido anteriormente 
(pBS:AP5'-Neo de 4418pb) para obtener así pAP5'-Neo-AP3'. Por un lado, se amplificó por 
PCR la secuencia flanquean te 3' del ameboporo de 278pb denominada AP3'. Se utilizó como 
templado ADN genómico de E. histolytica HMl:IMSS y como iniciadores los oligos 
ameboporo 3 y 4. Como se muestra en la Figura No 14, se obtuvo un producto de 
amplificación de aproximadamente 278pb que corresponde al tamaño esperado del 
fragmento. Posteriormente este fragmento se digirió con las enzimas de restricción Xba I y 
Kpn I preparándolo para ser clonado de manera dirigida en el vector pAP5' -Neo. 
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Figura No 14. Amplificación por PCR de la región flanqueante 3' (AP3') del gen del ameboporo. 
Gel de agarosa al 1 % teñido con Bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcador de ADN de J kb, 3.5¡.Ll. 2) 
AP3' de 278pb purificado (A), 1 µl. 3) AP3' de 278pb purificado (B). 1 µl. A la izquierda se observan 
los pesos moleculares del marcador y a la derecha subrayado los del fragmento amplificad. 

De manera paralela el vector pBS:AP5'-Neo se sometió a una digestión con Xba 1 y 
Kpn l. Una vez que se verifico que se obtuvo una digestión completa del vector, el total de la 
digestión se corrió en un gel de agarosa al 1 % T AE purificando el ADN del vector 
linearizado con el Kit QIAquick de Qiagen como se indica en materiales y metodos. Se 
corrieron en un gel de agarosa al 1 % en TBE IX alícuotas del ADN del plásrnido pBS:AP5' -
Neo y del inserto AP3' digeridos (Xba I y Kpn l) y purificados (Figura No 15) con la 
finalidad de evaluar su pureza e integridad y calcular la cantidad necesaria para establecer las 
proporciones de cada uno en la reacción de ligación. Utilizando una relación de 
vector:inserto 1 :2 ambos ADNs se precipitaron y se ligaron transformando posteriormente 
dicha ligación en células calcio competentes DHlOB y seleccionando las colonias resistentes 
a ampicilina sembrando en placas de LB + 100 µg/ml de ampicilina. 
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Figura No 15. ADN del vector pBS:APS'-Neo y del fragmento AP3' digeridos y purificados. Gel de 
agarosa al l % teñido con Bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcador de ADN de lkb, 3.5 ¡.d . 2) ADN del 
vector pBS:AP5'-Neo (44 18pb) 1 µl. 3) pBS:Ap5'-Neo+ Xba I + Kpn I, 1 µl. 4) ADN de pBS :AP5'­
Neo+ Xba I + Kpn I purificado 1 µl. 5) AP3' + Xba I + Kpn I purificado de 278pb, 1 µl. A la izquierda 
se observan los pesos moleculares del marcador y a la derecha e l peso molecular de las muestras a ligar. 

Se obtuvieron aprox imadamente 50 colonias resistentes a ampicilina de las cuales se 
ana li zaron en grupos de 1 O y 20 co lonias por el método de STET. Se analizaron de acuerdo a 
su patrón de restricción con las enzimas Xba 1 y Kpn I con el propósito de identificar la 
clona positiva, condiciones con las que el fragmento clonado con-espondiente a AP3' se 
liberaría observándose como una banda de 278pb y otra de 4418 pb con-espondiente al vector 
pBS:AP5'-Neo. En la Figura No 16 se muestra un gel representativo del experimento 
completo en donde se aprecia una clona positiva (Figura No. 16, carril 9), la cual presenta 
como se esperaba las bandas de 4418pb (pBS :Ap5 '-Neo) y 278pb (AP3'). 
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Figura No 16. Determinación del patrón de restricción mediante las enzimas Xba 1 y Kpn 1 de la 
clona positiva APS'-Neo-AP3'. Gel de agarosa al 1 % teñido con Bromuro de etidio. Carriles: 1) 
Marcador de ADN de lOOpb, 3.5µ1. 2) C-1 de AP5'-Neo-AP3' + Xba I + Kpn I, S µl. 3) C-2 de AP5'­
Neo-AP3' + Xba I + Kpn I, 5 µl. 4) C-3 de AP5'-Neo-AP3' + Xba 1 + Kpn I, 5 µl. 5) C-4 de AP5'-Neo­
AP3' + Xba 1 + Kpn !, S µl. 6) C-5 de AP5'-Neo-AP3' + Xba I + Kpn I, 5 µl. 7) C-6 de AP5'-Neo-AP3' 
+ Xba 1 + Kpn I, 5 µl. 8) C-7 de AP5'-Neo-AP3' + Xba I + Kpn I, S µl. 9) C-8 de AP5'-Neo-AP3' + Xba 
1 + Kpn I, 5 µl. 10) Marcador de ADN de lkb, 3.5 µl. A los lados se muestran los pesos moleculares de 
los marcadores y a la derecha subrayado el peso molecular de la clona positiva. 
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Se extrajo ADN por li sis alcalina de la clona positiva (C-8) de pAP5'-Neo-AP3' 
(4696pb) y se digirió con diversas enzimas de restricción para verificar que el patrón 
obtenido corresponde al vector deseado. Para liberar las regiones flanqueantes AP5'(42 I pb) 
y AP3'(278pb) se utilizaron las enzimas de restricción Hind III + Hinc lI y Xba I + Kpn l 
respectivamente . También se utilizó Hind III + Kpn I para liberar el cassette completo de 
AP5'-Neo-AP3' ( l49 lpb). Como se muestra en la Figura No 17, en el carril 3 se aprecian las 
2 bandas correspondientes a pBS:Neo-AP3' (4275pb) y a la secuencia APS' (42lpb) con las 
enzimas Hind III + Hinc II ; en el caITil 4 las bandas correspondientes a pBS:APS '-Neo 
(44 18pb) y a la región flanqueante AP3'(278pb) con Xba l + Kpn I ; y en el caITil 5 la 
liberación de el cassette completo AP5 ' -Neo-AP3 ' (149lpb) y el vector pBS (3204pb) con 
Hind III + Kpn I. Estos resultados nos verificaron que la clona 8 corresponde a la 
construcción pAP5 ' -Neo-AP3'. 
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Figura No 17. Análisis del vector de transfección pBS:AP5'-Neo-AP3' de acuerdo a su patrón de 
restricción. Gel de agarosa al 1 o/o teñido con Bromuro de etidio. Carriles: ! )Marcador de ADN de lkb, 
3.5¡.d. 2) Ap5'-Neo-AP3' extraido por CsCI, lµl. 3) Ap5'-Neo-AP3' + Hind III + Hinc II, lµl. 4) Ap5'­
Neo-AP3' + Xba I + Kpn I, 1µ1. 5) Ap5 ' -Neo-AP3' + Hind III + Kpn I, lµl. A la izquierda se muestran 
los pesos moleculares del marcador y a la derecha subrayados se observan los pesos moleculares de los 
fragmentos obtenidos de las muestras digeridas . 

Continuando con la estrategia experimental. Se prosiguió con la construcción del 
vector pBS:AP5'-Hyg-AP3'. Como primer paso se digirió el plásmido pBS:Hyg con las 
enzimas Xba I + Kpn I con la finalidad de linearizarlo (4229pb) y generar los mismos 
extremos cohesivos del producto de PCR de 278pb de AP3' obtenido anteriormente (Figura 
No 14), utlizado para clonarlo en el vector pBS :Neo. Una vez verificado que se obtuvo una 
digestión completa, el total de la digestión se coITió en un gel de agarosa al 1 % T AE y se 
purificó el vector linearizado (Xba I + Kpn I) con ayuda del Kit QIAquik de Qiagen como se 
describe en materiales y métodos. Se coITieron alícuotas de los ADNs del vector (pBS:Hyg) 
e inserto (AP3') digeridos (Xba 1 + Kpn I) y purificados, en un gel de agarosa al 1 % TBE IX 
con la finalidad de calcular la cantidad necesaria para establecer las proporciones de cada uno 
en la reacción de ligación (Figura No 18). Utilizando una relación de vector-inserto 1 :2, 
ambos ADNs se precipitaron y se ligaron transformando posteriormente dicha ligación en 
células Calcio competentes SURE y seleccionando las colonias resistentes a ampicilina, 
sembrando en placas de LB+ IOOµg/ml de ampicilina. 
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Figura No 18. ADN del vector pBS:Hyg y la región flanqueante 3' del gen del ameboporo (AP3'), 
digerida (Xba 1+Kpn1) y purificada. Gel de agarosa al 1 %, teñido con Bromuro de Etidio. Carriles: 1) 
Marcador de ADN de lOOpb, 3.5µ1. 2) Vector pBS:Hyg li sis alcalina 1 µl. 3) Vector pBS :Hyg + Xba I + 
Kpn I, de 4229pb. l µl. 4) Región fl anquean te 3' del gen del ameboporo (AP3' ) + Xba I + Kpn I, 1 µl. A 
la izquierda se muestran los pesos moleculares del marcador y a Ja derecha subrayado el peso molecular 
de las muestras. 

Se obtuvieron 36 colonias resistentes a ampicilina de las cuales se analizaron en 
grupos de 12 colonias por el metodo de STET como se mencionó en materiales y métodos. 
Se analizaron de acuerdo a su patrón de restricción con las enzimas Xba I y Kpn I con el 
propósito de identificar la clona positiva, ya que esta liberaría el fragmento clonado de 278pb 
correspondiente a AP3 ', además de observar la banda correspondiente al vector pBS :Hyg de 
4229pb. En la figura No 19 se muestra un gel representativo del experimento completo en 
donde se aprecia una clona positiva (C-27), la cual presenta las bandas de los pesos 
moleculares esperados de 4229pb (pBS:Hyg) y 278pb (AP3'). 
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Figura No 19. Determinación del patrón de restricción con las enzimas Xba 1 + Kpn 1 de la clona 
positiva. Gel de agarosa al 1 % teñido con Bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcador de ADN de lüüpb, 
3.5 µl. 2) C-26 de pB S: Hyg-AP3' + Xba I + Kpn I, 5 µl. 3) C-27 de pBS :Hyg-AP3'+ Xba 1+Kpn1, 5 µl. 
4) C-28 de pBS :Hyg-AP3'+ Xba 1+Kpn1, 5 µl. 5) C-29 de pBS :Hyg-AP3 '+ Xba 1+Kpn1, 5 µl. 6) C-
30 de pBS:Hyg-AP3' + Xba ! + Kpn 1, 5 µl. 7) C-31 de pBS :Hyg-AP3'+ Xba 1 + Kpn I, 5 µl. 8) C-32 de 
pBS :Hyg-AP3 ' + Xba 1 + Kpn 1, 5 µl. 9) C-33 de pBS:Hyg-AP3 '+ Xba 1 + Kpn 1, 5 µl. 10) C-34 de 
pBS :Hyg-AP3' + Xba 1 + Kpn !, 5 µl. A la izquierda se observan los pesos moleculares del marcador y a 
la derecha subrayado el de la colonia esperada. 
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Se extrajo DNA por lisis alcalina de la clona positiva C-27 (de 4507pb) y se digiri ó 
con las enzimas Xba l y Kpn I para verificar nuestro DNA. Como se muestra en la Figura 
No 20, se obtuvieron las bandas de peso molecular esperado de 4229pb y 278pb 
correspondientes al vector y al inserto respectivamente. Posteriormente este vector se 
digirió con las endonucleasas de restricción Hind III y Sph I preparándolo para la clonación 
del fragmento APS' (Figura No 20, carril 4). 
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Figura No 20. Análisis de restricción del vector pBS:Hyg-AP3' con las enzimas Xba 1 + Kpn 1 y 
digestion de pBS:Hyg-AP3'+Hind 111 + Sph l. Gel de agarosa al 1 % teñido con Bromuro de etidio. 
Carriles: 1) Marcador de ADN de lkb, 3.5µ1. 2) Lisis del vector pBS:Hyg-AP3'(4507pb) lµl. 3) 
pBS :Hyg-AP3 ' + Xba I + Kpn I, l µl. 4) pBS:Hyg-AP3' + Hind III + Sph I, 1 µl. 5) Marcador de lOOpb, 
3.5 µl. A la derecha subrayado se observan los pesos moleculares de las muestras. Y en ambos lados con 
negro los pesos moleculares de los marcadores. 

Siguiendo con la estrategia de clonación para la construcción del vector pBSAP5' -
Hyg-AP3 '; se amplificó por PCR la secuencia flanquean te 5' ( 434pb) del ameboporo 
denominada APS'. Ya que en este caso se utilizarán sitios de clonación diferentes a los 
utilizados en la construcción de pBS:Neo, amplificamos el fragmento APS' utilizando un 
par diferente de iniciadores. Se utilizó como templado DNA genómico de E. histolytica 
HMl :IMSS y como iniciadores los oligos ameboporo 1 y 5. Como se muestra en la Figura 
No 21, se obtuvo un producto de amplificación de aproximadamente 434pb que 
corresponde al tamaño esperado. Posteriormente se sometió a una digestión con Hind III y 
Sph I preparándolo para su clonación en pBS:Hyg-AP3' . 
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Figura No 21. Producto de amplificación por PCR de la región flanqueante 5' (AP5') del gen del 
ameboporo. Gel de agarosa al 1 o/o teñido con Bromuro de etidio. Caniles: 1) Marcador de ADN de lkb, 
3.5µ1. 2) AP5' de 434pb digerido (Hind III + Sph 1) y purificado, lµI. A la izquierda se observan los 
pesos moleculares del marcador y a la derecha el peso del fragmento amplificado. 

Los DNAs del vector (pBS:Hyg-AP3' de 4507pb) e inserto (APS' de 434pb) ya 
digeridos (Hind III y Sph I) y purificados se corrieron en un gel de agarosa al 1 % en TBE IX 
(Figura No. 22) con la finalidad de calcular la cantidad necesaria para establecer las 
proporciones de cada uno en la reacción de ligación. Utilizando una relación de vector­
inserto 1 :2, ambos DNAs se precipitaron y se ligaron transformando posteriormente dicha 
ligación en células Calcio competentes SURE y seleccionando las colonias resistentes a 
ampicilina, sembrando en placas de LB+ lOOµg/ml de ampicilina. 
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Figura No 22. ADN del vector pBS:Hyg-AP3' y la región flanqueante 5' (AP5') del gen del 
ameboporo digerida (Hind 111 + Sph 1) y purificada. Gel de garosa al 1 %, teñido con Bromuro de 
etidio. Carriles: 1) Marcador de ADN JOOpb, 3.5 µl. 2) región flanqueante S' del gen del ameboporo 
(AP5 ') + Hind fII + Sph I de 434pb, 1 µl. 3) Vector pBS:Hyg-AP3' + Hind III + Sph 1 de 4507pb, 1 µl. . 
4) Marcador de ADN de lkb 3.5 µl. Se muestran los pesos moleculares de ambos lados del gel y a la 
derecha se muestran sub rayados los pesos moleculares de las muestars. 
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analizaron en grupos de l 2 colonias por el método de STET como se indica en materiales y 
métodos. Para identificar las clonas positivas conteniendo la construcción deseada, los 
DNAs aislados se anali zaron por su patrón de restricción con las enzimas Hind III+Sph I 
que liberaría un fragmento de 434 pb correspondiente a AP5' y otro de 4507pb 
correspondiente al vector pBS:Hyg-AP3 ' . En la Figura No. 23 se muestra un gel 
representativo del experimento completo en donde se observa una clona positiva (clona 
31, carril 9) obteniéndose las 2 bandas esperadas una de 4507 pb (pBS:Hyg-AP3') y otra 
de 434 pb (AP5'). 
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Figura No 23. Localización de la clona positiva pBS:APS'-Hyg-AP3' de acuerdo a su patrón de 
restricción. Gel de agarosa al 1 % teñido con Bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcador de ADN de lkb, 1 
¡.d . 2) C-1 AP5'-Hyg-AP3' + Hind III + Sph I, 5 µl. 3) C-8 AP5'-Hyg-AP3' + Hind III + Sph I, 5 µl. 4) 
C- 10 AP5'-Hyg-AP3' + Hind III + Sph I, 5 µl. 5) C-11 AP5'-Hyg-A P3 ' + Hind III + Sph I, 5 µl. 6) C-18 
AP5 ' -Hyg-AP3' + Hind III + Sph 1, 5 µl. 7) C-19 AP5'-Hyg-AP3' + Hind III + Sph I, 5 µl. 8) C-24 
AP5 ' -Hyg-AP3 ' + Hind III + Sph I, 5 µl. 9) C-31 AP5'-Hyg-AP3' + Hind III + Sph I, 5 µl. 10) C-32 
AP5' -Hyg-AP3' + Hind III + Sph 1, 5 µl. A la izquierda se observan los pesos moleculares del marcador 
y a la derecha subrayados los de las muestras. 

Se extrajo DNA por lisis alcalina de la clona positiva (C-31) de pAP5'-Hyg-AP3' 
(4941pb) y se digirió con las enzimas Hind III y Sph I para verificar nuestro DNA. Como se 
aprecia en la Figura No 24 se observan las bandas de peso molecular esperado, 
correspondientes a la secuencia del vector pBS:Hyg-AP3' (4507pb) y al fragmento APS' 
(278pb). 
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Figura No 24. Análisis de restricción de ADN obtenido por Lisis alcalina del vector pBS:APS'­
Hyg-AP3' con las enzimas Hind 111 + Sph l. Gel de agarosa al 1 % teñido con Bromuro de etidio. 
Carriles: 1) Marcador de ADN de lkb, 3.5µ1. 2) Lisis alcalina de pBS:AP5'-Hyg-AP3' (494lpb), 1 µl. 3) 
pBS:AP5'-Hyg-AP3' + Hind III + Sph l (A), 5 µl. 4) AP5'-Hyg-AP3' + Hind III + Sph I (B), 5 µl. 5) 
pBS:AP5'-Hyg-AP3' + Hind III + Sph I (C), 5 µl. A la izquierda se observan los pesos moleculares del 
matcador y a la derecha subrayados los de las muestras. 

Se analizó el patrón de restricción de la construcción pBS:AP3'-Hyg-AP5' con 
diferentes enzimas de restricción, para verificar nuestra construcción. Para liberar los 
fragmentos AP5' de 278pb y AP3' de 434pb se utilizaron Hind III + Sph I y Xba 1+Kpn1 
respectivamente. Para liberar el casette completo de AP5'-Hyg-AP3' se utilizaron las 
endonucleasas Hind UI + Kpn I. Como se muestra en la Figura No 25, se observa el DNA 
de pBS:AP5'-Hyg-AP3' de 494lpb en el carril 2. En el carril 3 con las enzimas Hind III + 
Kpn 1 se observa la liberación de 2 bandas, una correspondiente al casette pAPS' -Hyg-AP3' 
de 1787pb y otra a la secuencia de pBS: de 3204pb. En el carril 4 se aprecia la liberación de 
la región flanqueante APS'de 434pb con las endonucleasas de restricción Hind III + Sph 1, 
además de otra banda de aproximadamente 4507pb correspondiente al vector. En el carril 5 
la digestión con Xba 1 + Kpn I, produjo la liberación de la secuencia que corresponde a la 
región flanquean te de AP3' de 278pb observándose también la banda de 4663pb 
correspondiente a la secuencia del vector. Estos resultados demuestran que los insertos 
correspondientes a las regiones flanquean tes AP5' y AP3' fueron clonados correctamente en 
el vector pBS:Hyg. 
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Figura No 25. Análisis del patrón de restricción del ADN del vector de transfección pBS:APS'­
Hyg-AP3 ' con diferentes enzimas de restricción. Gel de agarosa al 1 o/o teñido con Bro mu ro de etidio. 
Carril es: !)Marcador de ADN de l kb, 3.5¡.d . 2) Ap5 ' -H yg-AP3', lµI. 3) Ap5 ' -H yg-AP3' + Hind Ill + 
Kpn I, 5µ1. 4) Ap5 ' -H yg-AP3' + Hind III + Sph 1, 5µ 1. 5) Ap5' -H yg-AP3' + Xba I + Kpn 1, 5µ1. A la 
izquierda se muestran los pesos moleculares del marcador y a la derecha subrayados se observan Jos 
pesos moleculares de las muestras. 

Se ex trajo DNA de ambas construcciones (pBS :AP3' -Neo-AP5 y pBS :AP3'-Hyg­
AP5) por el método de CsCI como se describe en materiales y métodos, con la fin alidad de 
obtener gran cantidad y pureza del DNA para su utili zación en experimentos de 
transfecc ión en trabajos futu ros. 
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12 DISCUSIÓN 

En años anteriores la transferencia de genes mediado por ADN ha sido usado 
ampliamente como una herramienta poderosa para la manipulación genética de células u 
organismos. La transfección y expresión de DNA exógeno en parásitos protozoos resulta 
difícil debido a sus difíciles condiciones de crecimiento así como a su particular 
organización y control de la expresión de genes. Es bien sabido por ejemplo, que en E. 
histolytica muchos determinantes de su virulencia son miembros de familias genéticas 
grandes lo que dificulta su análisis genético. Diversos vectores se han utilizado para la 
transfección de este parásito. Algunos de ellos han resultado eficientes para obtener una 
transfección transitoria (Gilchrist C. et al; 1995; BuB H. et al; 1995; Nickel R y Tannich E. 
1994; Purdy JE. et al; 1994) y otros para obtener una transfección estable episomal de 
trofozoítos de E. histolytica (Arhets P. et al; 1998; Ankri S. et al; 1998; Bracha R, et al; 
1999; Hamann L. et al; 1995; Moshitch-Moshkovitch S. et al; 1996; Moshitch­
Moshkovitch S. et al; 1998; Purdy J. 1996; Rinat N. et al; 1997; Vines R. et al; 1995). Sin 
embargo hasta la fecha no se han logrado llevar a cabo estrategias de recombinación 
homóloga que permitan estudiar la función de genes blancos en parásitos Knock-out de E. 
histolytica. Ante este inconveniente, una alternativa ampliamente usada en células 
eucarioticas, es la transfección estable de plásmidos que codifican para RNAs antisentidos, 
utilizados como una herramienta eficiente para alterar la regulación o para llevar a cabo la 
inhibición funcional de la expresión del gen de interés, sobre todo para aquellos 
pertenecientes a familias multigénicas (Scherczinger et al., 1992). Usando este diseño 
experimental en E. histolytica se ha logrado por ejemplo la inhibición antisentido de la 
proteína RP-L21 (Petter et al; 1994; Moshitch.Moshkovitch et al; 1997) en donde se 
observó una acumulación de transcritos que son incapaces de unirse a poli-ribosomas, así 
como para lograr la inhibición de la expresión de proteinasas de cisteína (Ankri et al; 1998; 
1999b ). También, utilizando un plásmido híbrido que expresa un antisentido para la 
secuencia que codifica para el ameboporo (pAP-R2) se ha logrado una inhibición hasta de 
un 60% de la expresión de este gen, apoyando los hallazgos previamente obtenidos por 
evidencias bioquímicas que sugiere la participación de esta molécula en el proceso 
citotóxico y citolítico de la amiba (Bracha et al; 1999). Sin embargo, ya que con esta . 
estrategia no se logra el abatimiento total del ameboporo es difícil evaluar por un lado, la 
demostración inequívoca de su participación en los mecanismos de citotoxicidad y citólisis 
así como el grado en que participa en estos, con respecto a otras moléculas también 
participantes o si en su ausencia se activan otras proteínas o mecanismos que substituyan su 
función. Esto deja ver que aún cuando el método usando antisentidos resulta ser un buen 
acercamiento para el análisis funcional de una proteína, la limitante de no poder inhibir 
completamente su expresión continua siendo un problema para completar su 
caracterización funcional. 

Estos anteceden tes dej an claro que la obtención de parásitos knock-out en amiba 
sigue siendo indi spensable como se ha observado en otros parásitos como trypanosoma 
cruzi (Manning-Cela, R., et al; 2001). Uno de los problemas que se ha reportado, podría ser 
determinante en la imposibilidad presentada hasta ahora para la obtención de knock-out en 
E. histolytica, es que este parásito presenta una ploidía variable (más de 4n) en su genoma 
presentando desde uno hasta 4 núcleos (Willhoeft and Tannich, 1999). Considerando que 
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este trabajo fue desarrollado para la construcción de vectores de transfección que puedan 
ser usados en trabajos futuros para la obtención de amibas knock-out, analizamos en primer 
término la ploidía de los cultivos de amiba con los que contamos. Determinamos el número 
de núcleos contando estos bajo el microscopio de fluorescencia después de teñirlos con 
DAPI. Los resultados mostraron que el 83% de los trofozoitos de amiba son 
mononucleados en tanto que el otro 17% restante en su mayoría son binucleadas y muy 
pocas tetranucladas (Tabla No 1, Figura No 8). Considerando que un alto porcentaje de la 
población es mononucleada sugiere que la estrategia para la obtención de amibas knock-out 
es factible en nuestro sistema, al menos con lo que respecta a este criterio. 

El objetivo principal de este proyecto fue el de sentar las bases para el 
establecimiento de las condiciones para la obtención de amibas knock-out. Considerando 
todos los conocimientos hasta ahora reportados en la literatura, con respecto a la 
organización y expresión del genoma de amiba, sin duda un muy buen candidato para usar 
como modelo, sería aquél que además de estar representado en el genoma como copia 
única, se tuvieran suficientes conocimientos tanto bioquímicos como genéticos para 
facilitar la obtención y caracterización de amibas knock-ou_t, además de su relevancia en la 
biología y patogenia de la amiba. 

Desde hace más de 17 años del descubrimiento de las proteínas del ameboporo, 
éstas han generado gran interés ya que fueron consideradas como uno de los candidatos 
principales del efecto citolítico mostrado por los trofozoitos de Entamoeba histolytica, 
sobre células de mamífero. Debido a esto el ameboporo es una de las moléculas con 
mayores avances en su caracterización bioquímica y molecular (Lynch y col 1982; Young y 
col, 1982; Rosenberg et al. , 1989; Leippe y Muller-Eberhard, 1994; Leippe, 1997; Bracha y 
col. 1999) colocándola como un candidato ideal en el desarrollo de este proyecto, por lo 
que decidimos usarlo como modelo. 

En base a estos antecedentes siguiendo con nuestros objetivos realizamos la 
construcción de los vectores de transfección pAP5'-Neo-AP3' y pAP-5'-Hyg-AP3' que 
contienen tanto la secuencia flanquean te 5' como 3' del ameboporo. Y a que conocemos la 
secuencia del ameboporo y sus regiones flanqueantes se diseñaron "primers" (Figura 3-6) 
para amplificar ambas regiones por PCR a los que también se les adicionó en sus extremos 
una secuencia para enzimas de restricción facilitando una clonación orientada de estos. En 
el proceso de reemplazo de un gen, una secuencia endógena es substituida por una 
secuencia homóloga exógena. Por lo que, durante este proceso es necesario preservar el 
100% de la homología en la secuencia nucleótidica a reemplazar (Waldman, 1992). En 
nuestro diseño experimental tuvimos cuidado de seguir este lineamiento por lo que, los 
fragmentos obtenidos por PCR fueron amplificados conservando un 100% de homología de 
las secuencias flanqueantes 5' y 3' del ameboporo, a partir del nucleótido -lpb a -402pb y 
+294pb a +596pb respectivamente. Así ambas regiones se clonaron flanquendo secuencias 
que confieren resistencia a Neomicina o Hygromicina de tal manera que al llevarse a cabo 
la recombinación y reemplazo de la secuencia flanqueante 5' y 3' del ameboporo, también 
se llevo acabo el reemplazo de la secuencia del ameboporo por Neomicina o Hygromicina. 
El resultado será que en el genoma tanto las secuencias exógenas de Neomicina como de 
Hygromicina estarán reguladas de manera idéntica a la secuencia del ameboporo en los 
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parásitos silvestres, es decir reguladas por el promotor y secuencias reguladoras endógenas 
del ameboporo. 

Se ha reportado también que la longitud de la secuencia a recombinar es 
determinante para una buena eficiencia, siendo importante conservar un mínimo de 150 pb 
de contigua homología para que se lleve acabo una eficiente recombinación (Waldman y 
Liskay en 1988). Al mismo tiempo también es importante no excederse ya que se ha 
observado que cuando se incrementa la longitud de la secuencia de 4 a 9 Kb, hay un 
incremento en la eficiencia del reemplazo de un factor de 10, pero al mismo tiempo, el 
número de recombinaciones ilegítimas se eleva a un factor de 40 (Vega, M., 2000). Por esto 
y basándonos en la experiencia exitosa en la obtención de otros parásitos Knock-out 
(Manning-Cela, R., 2001), así como la longitud y composición de las regiones intergénicas 
del ameboporo con respecto a los genes cuesta arriba y cuesta abajo de éste, di señamos la 
amplificación del fragmento flanquean te 5' de 421 pb y del 3' de 278pb. Estos tamaños 
reúnieron las características antes mencionadas, además de haber sido seleccionadas bajo el 
criterio de usar secuencias nucleótidicas en los oligos iniciadores que no contuvieran 
regiones altamente repetidas en A y T, nucleótidos que se sabe se presentan en un muy alto 
porcentaje en el genoma de amiba por lo que de usarse se podría propiciar una alta in­
especificidad durante la amplificación y recombinación. El alto contenido de A y T en el 
genoma de la amiba ha sido otro factor que se ha considerado determinante en las 
dificultades para aplicar estrategias genéticas en particular recombinación homóloga 
exitosa en amiba. 

Ambas regiones se clonaron en los vectores pBS:Neo y pBS:Hyg comprobando su 
exitosa construcción, de acuerdo a el patrón de restricción obtenido con diferentes enzimas 
(Figuras No 17 y 25) en donde se evaluó la liberación de las 2 regiones flanqueantes del 
ameboporo AP5' y AP3' por separado así como del cassette completo AP5' -N eo-AP3' y 
AP5'-Hyg-AP3'. 

En base a lo discutido anteriormente podemos decir que los vectores de transfección 
construidos en este trabajo: pBS:AP5' -Neo-AP3' y pBS:AP5'-Hyg-AP3', cumplen con las 
características necesarias tanto para su eficiente amplificación en bacterias y su 
transfección en amiba, así como para que se lleve acabo la recombinación homóloga y el 
reemplazo del gen del ameboporo por los genes de resistencia para la selección con los 
antibioticos Neomicina o Hygromicina. Considerando que el gen del ameboporo en amiba 
es copia única y que el genoma de este parásito es diploide nuestro diseño experimental 
está dirigido a llevar a cabo el reemplazo de ambos alelos con cada uno de los dos 
antibioticos utilizados para la selección de los parásitos knock-out, siguiendo los criterios 
ampliamente utilizados en la literatura para otros parásitos (Iovanisci, et al; 1989; 
Manning-Cela, et al; 2001). El vector pBS esqueleto usado para la construcción de los 
vectores contiene un sitio ori el cual permite su replicación en bacterias permitiendo la 
amplificación de la secuencia clonada de nuestro interés, también contiene el sitio múltiple 
de clonación en donde se clonaron las secuencias AP5 ' -Neo-AP3' y AP5'-Hyg-AP3' y un 
gen que le confiere resistencia a ampicilina para su selección en las bacterias transformadas 
con éste. Ya clonadas y amplificadas nuestras secuencias en este proyecto, los plásmidos 
pBS:AP5 '-Neo-AP3 ' y pBS:AP5'-Hyg-AP3 ', serán digeridos para liberar los segmentos 
conteniendo las secuencias AP5'-Neo-AP3' y AP5'-Hyg-AP3' que se utilizaran para la 
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transfección de las amibas, para el reemplazo de los alelos "a" y "b" del gen del ameboporo 
por los casselles que co1Hienen las secuencias que couil'ican para los anLibiólicos 
Hygromicina y Neomicina por recombinación homóloga en futuros proyectos. 

Es importante considerar que la alta frecuencia de reemplazo de un gene homólogo 
varía en un rango de 20 a 100% con respecto a la efici encia de transfección de las 
secuencias nucleotídicas de plásmidos circulares (Cruz et al, 1990). Se ha reportado la 
transfección de DNA circulares de plásmidos las cuales se integran al genoma por un 
mecanismo de inserción lo que involucra no sólo incorporar la secuencia deseada si no 
también las secuencias del plásmido vector. Esto tiene como consecuencia una alteración 
de las secuencias endógenas que pudieran afectar la regulación de la expresión del gen a 
analizar o de los genes vecinos. Para sobrepasar estos inconvenientes es importante el 
utilizar segmentos de DNA lineal que contengan únicamente la secuencia a recombinar 
flanqueando el gen utilizado para la selección (Laban et al, 1990) con la finalidad de que la 
homología sobre la molécula transfectada sea colineal con el blanco de DNA genómico 
(Thomas et al; 1987) aumentando las probabilidades de que se lleve a cabo una 
recombinación homóloga entre estas secuencias; como se ha reportado en levadura 
(Vega,M., 2000), sistema en donde se han podido seguir y describir los posibles 
mecanismos por los que se lleva este proceso. Se ha reportado también que la cantidad de 
DNA utili zado durante la transfección es importante para aumentar la eficiencia de 
transfección (Thomas ,K.R., 1986; Vega,M.,2000). 

Es importante hacer notar que las secuencias correspondientes al promotor que 
dirige la síntesis del ameboporo así como las regiones responsables de la poliadenilación de 
este gen en amiba, no han sido caracterizadas por lo que las regiones flanquean tes 5' y 3' 
del ameboporo amplificadas y clonadas en nuestros vectores de transfección no sabemos si 
contienen o no dichas secuencias. Sin embargo esto no es determinante pues no se pretende 
el utili zar estos vectores de transfección como vectores de expresión extracromosomales. 
De tal manera que el diseño utilizado considera que el uso de las regiones 5' y 3' 
amplificadas y clonadas en nuestros vectores servirán para llevar a cabo la recombinación 
homóloga trasfectando el fragmento lineal que las contiene, por lo que los genes de 
Neomicina e Hygromjcina estarán bajo el control de las regiones reguladoras endógenas del 
ameboporo. 

La obtención exitosa de los vectores de transfección pAP5' -Neo-AP3 ' y pAP-5 ' ­
Hyg-AP3 ' en este proyecto, es el inicio del establecimiento de las condiciones que permitan 
en futuros proyectos la obtención de amibas knock-out en Entamoeba histolytica 
permitiendo no solo el estudiar la función del ameboporo bajo una estrategia genética si no 
también ; como se dijo anteriormente, es muy importante si se quiere lograr un avance en el 
entendimiento molecular y funcional de muchas otras proteínas importantes en la patogenia 
así como en los diversos procesos celulares de la amiba. Esto permitiría por ejemplo 
determinar si las moléculas en estudio son o no parte de complejos funcionales, si hay o se 
activan otras moléculas capaces de sustituir sus funciones en su ausencia y de poder realizar 
experimentos de reconstitución que confirmen de manera definitiva la participación de la 
proteína en todos los fenómenos en los que se propone está involucrada. 

Construcción de vectores de transfección 54 



Conclusiones 

13 CONCLUSIONES 

• Los trofozoitos presentaron un numero variable de núcleos, siendo en su mayoría 
mononucleados (83%) lo que sugiere la factibilidad de llevar a cabo experimentos 
de transfección estable por recombinación homóloga en este sistema . 

• Se amplificaron por PCR y se clonaron satisfactoriamente las regiones flanqueantes 
APS' y AP3' del ameboporo en los vectores pBS :Neo y pBS:Hyg. 

• Se obtuvieron los vectores de transfección pAP5'-Neo-AP3 ' y pAP-5'-Hyg-AP3' 
ex itosamente como se determinó por su patrón de restricción. 
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15 APÉNDICE 

Medios 

LB/lt: 10 g de bacto triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCI. Ajustar pH 7.5. 
LB/Agar/lt: .25 g de LB, 12.5 g de agar. 
LB/ampicilina: después de autoclavear agegar 100 µg/ml de ampicilina). 
TYI-S-33/6lt: 219 g de peptona bitriptasa, 73.2 g de dextrosa, 14.64 g de NaCl, 4.44 g de 
KH2P04, 7.44 g de L-cisteína, 1.44 g de ácido ascórbico, 0.18 g de citrato férrico de amonio. 
Se ajustó el pH a 6.8 y se esterilizó en autoclave 15 min. a 110 ºC y se mantuvo almacenado 
hasta su uso a -20 ºC. Justo antes de su uso el medio se suplementó con suero bovino 
(previamente descomplementado por calor a 65 ºC/30 min.) a una concentración final de 13%, 
con mezcla de vitaminas de Diamond (in vitro, México) a una concentración final del 3% y 
finalmente con bencilpenicilina (0.25U.I/ml). Una vez que los trofozoítos alcanzaron Ja fase 
logarítmica de crecimiento, se incubaron en hielo durante 10 min. para despegar a las células 
de las paredes del tubo, el inóculo deseado se sembró en tubos con 10 mi de TYI-S33 más 2 
mi de la mezcla suero-vitaminas-antibióticos. 
TYM: 2% Bacto-tryptona, 0.5 % extracto de levadura, 0.1MNaCl,10 mM de MgS04. 

Antibióticos 

Ampicilina, solución stock : 500 mg/ml en H20; solución de trabajo: 100 µg/ml . 
Geneticina (G418), solución stock: 100 mg/ml en Hepes 10 mM pH 7.2; solución de trabajo: 
5 ~Lg/ml. 

Soluciones y Buffers 

Buffer de muestra: azul de bromofenol 0.25 %, cianol FF gileno 0.25 %, glicerol en agua 30%. 
Almacenar a 4 ºC. 
Buffer TFBI: 30 mM KOAc (pH 7), 50 mM MnCh, 100 mM KCl, 10 mM CaCh, 15% 
glicerol. Esterilizar por filtración (no autoclavear). 
Buffer TFBII: 10 mM MOPS (pH 7), 75 mM CaCl2, 10 mM de KCL, 15% glicerol. Esterilizar 
por filtración (no autoclavear) . 
Buffer TE O. IX p H8: T1is- HCl 1 mM pH 8/EDTA 0.1 mM pH 8. 
HBS 2X: NaCl 280 mM/KCJ 10 mM/Na2HP04.2H20 1.5 mM/dextrosa 12 mM/HEPES 50 
mM. Ajustar pH 7.05 . 
CaCb 2 M: 10.8 g de CaCh.6H20/20 ml de agua. 
Solución 1: Glucosa 50 mMI Tris.Cl 25 mM (pH 8)/ EDT A 10 mM (pH 8). Autoclavear y 
guardar a 4°C. 
Solución 11: NaOH 0.2 N (preparada en el momento a partir de un stock 10 N)/ SDSl %. 
Solución III: Acetato de potasio 5 M Acido acético glacial 11.5 ml H20 28.5 ml. La solución 
resultante es 3 M con respecto al potasio y 5 M con respecto al acetato. 
STET: Suerosa al 8% I tritón X- 100 5%/ EDTA 50 mM pH 8 (3 .7 g)/ tris- HCL p H8. 
dNTPs: Se preparan a un concentración 1.25 mM en TE. 
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Buffer ELT (EDTA, Lizosima y Tritón): EDTA 100 mM, li zosima 2 mg/ml , Tritón X-100 
0. 1 %. Almacenar a -20 ºC. 
Buffer TS (Tri s-Sacarosa): Tris-HCI 50 mM pH 7.5, sacarosa 25 %. Almacenar a -20 ºC. 
PEG-NaCI (Polietilenglicol-cloruro de sodio): PEO 6000 al 20%, NaCI 1 M, adicionar S mi de 
Tris-HCI 1 M pH 8.0 y 1 mi de EDTA 0.5 M . 
Solucion de Isopropanol saturada con NaCl: Se hace una solución sobresaturada de NaCI. Se 
mezcla un volumen de isopropanol con dos volúmenes de solución sobresaturada. 

Aparatos e instrumentos 

Centrífuga Eppendorf 5415C. 
Centrífuga Sorvall RC SO. 
Ultracentrífuga Beckman TL-100. 
Microscopio invertido Car! Zeiss. 
Microscopio de fluorescencia Olimpus. 
Espectrofotómetro UV /VIS Beckman. 
Cámara de electroforesis para DNA. 
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2 28 1 ta t ta ca tc c a tg taa tatt ctactg t at t c t c ttgctgc a ccctt tgc a gctt c c c taa 

: 34 1 tacatt cc t a at t caaa gg c a c cg t c a t aa cca g ataata .. ~C::..S (JS!..S!};,.<;f!';J _tc,ga ~ g_}}' .. S:J. 
2 4 o 1 .ª··· .. . • .• .~ .• . •.•.•·_t: ...•. •.•.1<.~.•.•.•.~.•.• .•.• .(¡t.: .·· ... ··.t .. ~.:.· .•. il .•. •.•.•.6.•.•.•.•.j<.~.•.•.• ~@;@@@@ ti;ft@f<l'i'fi .•.;_i.•.•.•.~.~ .•.•.•. ~.;t.·.·.• .~.·ª······;·i······.~.·.:·····J;;·····:·•.~.~.:·····;.:-..~.•.···(i·· .•. • .. •.• ~W!t§:;fü!!'füi! tt:tt::iltt:átf: 
2,16 1 @@~~~@% @U@•1ifa~ ·.~~~~t,~M~m·~; ~~(;~a~<itg~ WM~MNMW@~·~t~~f:i~M 
2 5 2 1 tii'1' a¡¡aát:i¡;¡t: •.·.•.•.t< ... •·.·· .• ·.~.# ..• ·.~.:.· .• ~.i.:.·.~ .• · .• ~.,; ... P ... ·_;.P .• ··.~.·.· .• ~.;_:. • üMiii.t.\UMW @~i#,B~f!~@• ·~t:~~@t:~Mi~• a<i a1;t.>1~a<i ~(i 

·<.: .. > ....•.•.......•.... <.:.......... . ...... .. .......... ... t ............................. •·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·•·• .. • .... ~.·· .• :.r .... ·.··.··'.··.·'.~.·.:.• ..... ~.· .... ·· .... ~.··.· ......... ~ .... ·· .... ~.·· .. ·.:.r .. ~.· ..... • .. : ... ~.·-•.·.·'.:.•k.·_ .. ·'.·.• 

2 5 8 1 M W#§i#tM• t~;i:i#t s:t#§iW irnM wMutt.c_·.•.•.•-~.····.·.~.·• .. ••-~.; .. _•_•.~.·. ·.•.~.•.:.•.·.•.•.e.~.•·.·.• ... :.·· .. •.· ... : ... •.·.·.·.·.•.•.•.: ... •.·.•.~.•.:.• .•. : .• y.•-.•.•.: .• •• .. ·.• .. ~.·.;.~.·.·.•.L.;¡.•.·.,..~.• •. •.•.: .•. •.·.·.: .. ·.• .. •.•.• ,, ,.,,. ... ,, ,,.,, .... , 

AP-1 senti do (subrayado). 

2 6 4 1 ;¡¡¡¡;¡:~iii\ifa;iiX&.i .. • .• •.· .. •.-.•.g·.··.··.' ..• r.~.····-~~.:.•.·.···.•._._;,'.• .. ·.· .. ·_ .E.•.•.• ... · ... :.~ .•..•. ·.·.".~.·. ··.· ........ :..-~ ...... '.·-.:.· _:.~_·.·.·,··.·.~.;.·.·;·:· 'ª~:~g,~t.t:t.~~ : « ,,. ...... ., • "' "'°' "'"'., ~ • "'"' ~ .. H~·~~M.~M 
2 7 o 1 B%&.~rn~~~#@. "''-' •i" "'"' :e<:v ~"' fü@MiMi#M ~.;¡t:.;¡~¡j t:t ~t :: t ~Ci aCi 'J.?i M' ~ ·•iá~Miá~~4M! 
2 7 6 1 1'!.~:'!i~··~~·'!J'~• ca ta tct taca a acaa t ca tga aagccatcgt ctttgtttta atcttcgctg 
282 1 ttgcttttgc agtcactgct actcaccaag gagaaatcct ctgcaacctt tgcactggac 
288 1 ttattaacac acttgaaaac ctccttacca ctaagggagc tgataaagta aaagattaca 
2 94 1 ttagcagcct ttgcaataaa gcctcaggat tcattgctac tctttgcact aaagttcttg 
300 1 attttggaat tgataaactc atccaactta ttgaagacaa agttgatgcc aatgctattt 

AP-2 . Anti-sentido (subrayado). 

3 06 1 
3 1 2 1 
318 1 
3 2 4 1 
3 3 01 

>dt tgagtaaatt ttcatacttt 
~tttat•Jttt attttttttt tatt .;tt ttt ,·,~ttt.~tttd .1-ita.Jct•J> cU 3J it 1tct3 t, 
tat•J>~>t»i 'latgtta:tt t .: tttt J•·Jt ttt;'1,1l·J1t 11.cttt c-.: tt ·:·1tt .. ·¡,, ._., 
1J.at..;1 .._1 :ttt ': aaa.cta~1J.~J::t .:i:l ~.t ~1, 11 1 1 .. 1 1111t .. ··1 11 1 i j 1t ::t 1t l 11t-t 1t t 1 

1 t :i e 1 =i 1 t t :1 ..:i t a1 ... 1 ... :i t t ~ ::i ::t • 1 1 

3 3 6 1 a t ttacaaca aa at gg g ttt g ttac a acat ctgg a ata at gtaattttct tt tattaat t 
3 4 2 1 g a tg aa at g a aa c tg t tcca t cc tgaaga a tcca a aat g c agaacaaac a g taa a a acaa 
3 481 a a t at g g 

Tercer ORF. Gen del ameboporo, 
(negrillas) 

AP-3 Sentido (subrayado). 

Rc¡!ión llanqucantc :r. 

AP-4. Anti-sentido (subrayado ). 

64 



VECT O R ES 

pBS:Neo 

·-:. 

; ~ 

_/" I 

; ~ '"· 
' ' 

<l :.; ? ! 

~·-----~~-..L.¡.L¡ .L.j ___t..._N~·-e..:.;~?~· ~·- '_--l.jrr--1r--r-1.-----~-----~-7_ 
11 r 1 1 

" ~~ s ~~· ~: 

b " ~~: p .;:: ,, m -.'.t /~ (j 

:r :1 .. l "' l ':' 

1. Thc Neo gene 'N<'lS cloned inlo the Híncll site of Blue Scribo (-) 
.. "· ··~ /' .. ... . 

( .' 

E B 
o I< s ::i X 

o p 111 111 h 

R n ~ 1-1 a 

1 1 1 

l. pBS : Hyg ·..iae constructed by clo n i ng the Hyg codin q sequenc:e ir1t o tl1e 
HincI I s i tc o f Blue Scribe (+) 

2. ThP fly g coding sequence was qenerat.ed by FCR using oligos !I yg r o 1 
{GC tggc c al\.TG.!l..'V\AAGCCTGAJl_CTCACC , L'. h e Hs c I .<; i \:e i .s in l ov.•er case, t he 
tr;i.ns i <J.L:iühinitiation codon is in bold lype ) 
a t1d Hygro 2 (GCgat:a tC:C'l'.Z\'IT CCTTTGCCCTCGGJ\CG, t: ll e EcoR"v site J 3 i .n 
l o wer Cé\SE:, the c o mplemen!: l~o' LhG trans J.a tion cod.on is Üi bold t ype) 

3. S 1 and J 1 f l an k i ng sequ e n cc s are n ormal ly cloned i n to tite Mscl a n d Ec::o RV 
s i t e s resp ec tiv8 l y . 
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