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ABREVIATURAS.
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GFP Proteina fluorescente verde (Green fluorescent protein).
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1.1 lmportancin biolégica de Trlclmmonas vagumhs. .
Trichomonas vaginalis es un protozoano ﬂugclado de cvolumén temprana.
Este parasito representa una de las pnmeras ramlf'cacxones de lma_;cs cucaridticos segiin

cstudios comparativos tanto de sccuencnas dé 1a “subunidad grande de RNA ribosomal
subunidad pequeﬂa dc RNA ribosomal

(Baroin, y col. 1988) como de secuencxas de1l
(16s-like rRNA) (Sogin, 1991) (Flg l) “Por 1o tanto el conocnmlcmo de la biologia de 70

vaginalis puede proporcionar mformacnén acerca.de la volucu‘Sn molecular y celular ‘en

organismos de evolucién temprana.

i inllkn‘ry'ula :

Heenan lae
Chramophytes § € hrvsophstes
Oomycetes Nanthosphytes

Diatons

e
Dinoflagellates
Apicomplesans

Fungh

Protists

/
A AN

Archacbacteria

Figura 1 Arbol filogenético construido con base en la similitud de las secuencias de la
subunidad pequefia de' RNA ' ribosomal (16s like). Se muestran tres ramas principales:
cubacterias,  arquebacterias .y :-eucariontes. Trichomonas vaginalis se ubica entre los
organismos amitocondriados .que. divergiecron muy tempranamente de la rama de los
cucariontes. Tomado de: Sogin, 1991.
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1.2 Importancia médica de 7. vaginalis.

T. vaginalis es el agente infeccioso responsable de la tricomonosis, una de las
enfermedades mias comunes transmitida por via sexual. Esta enfermedad produce dafio en
los tejidos del tracto urogenital provocando embarazos de alto riesgo (Cotch, y col. 1997),
una mayor susceptibilidad a la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia adquirida
(Sorvillo, y Kerndt, 1998) y predisposicion de algunas pacientes con tricomonosis al cincer
cérvico-uterino (Vikki, y col. 2000). La tricomonosis es considerada como una de las
enfermedades de transmisién sexual de mayor frecuencia en el mundo, afectando

aproximadamente a 170 millones de personas anualmente (WHO, 1996).

1.3 Tricomonosis cn México.
Las enfermedades de transmision sexual (ETS) representan un problema de salud

publica, en todo ¢l mundo. A nivel nacional son una de las primeras causas de morbilidad,
con un promedio ‘de 220,000 casos anuales. Por su comportamiento epidemiolégico
ascendente “la tricomonosis y candidiasis urogenital han sido incorporadas a las
cnfermedades de transmisidén sexual denominadas de nueva generaciéon como cl herpes
genital, las infecciones por el virus del papiloma, ctc. En México, como en otros paises en
desarrollo, el conocimicento de la situacién epidemiolégica de las ETS se dificulta por
existir un subregistro de los casos. La tricomonosis en la Reptiblica Mexicana se encuentra
distribuida principalmente en las zonas centro y sur del bais, con la mayor incidéncia en

Veracruz y el Estado de México.



1.4 Dcscnjipqibn de la enfermedad.

La: tricomonosis humana es una enfermedad crénica no mortal, causada por el
protozoario Trichomonas vaginalis. En la mujer, el parasito coloniza principalmente el
epitelio de la vagina y del exocérvix. Los sintomas principales de la enfermedad son: flujo
vaginal purulento verde amarillento y de olor fétido e irritacion vulvo-vaginal, en algunos
casos se presenta dolor en cl vientre, en la cspalda y al contacto sexual. También se puede
presentar eritema vaginal y enrojecimiento cervical causado por dilatacién capilar y puntos
hemorrigicos, conocidos como *“cérvix de fresa™ Los sintomas varian durante el ciclo
menstrual y se exacerban durante la menstruacién y el embarazo. Sin embargo, del 25 al
50% de las mujeres infectadas son asintomaticas. La tricomonosis se ha identificado como
un factor de riesgo en ¢l embarazo, ya que puede provocar parto prematuro, bajo peso
neconatal ¢ incremento cen la incidencia de endometritis postparto. En el hombre el parisito
se aloja principalmente en la uretra, aunque en algunas ocasiones también en la préstata‘y
vesiculas seminales, originando una tricomonosis asintomaitica. Ocasionalmente’ la
enfermedad -prcscnta inflamacién de la urctra y puede llegar a ser causa de esterilidad .
(Arroyo, 2000; Meysich, 1995). e

Para cl tratamicnto de la tricomonosis se utiliza ¢l metronidazol que se actlva en Ios

hidrogenosomas del pardsito: aqui se lleva a cabo la reduccién del gmpo m

metronidazol catalizada por la enzima piruvato ferredoxina oxxdorcduclasa, formandose un

intermediario citotoxico para cl parasito.
1.5 Biologia de T. vaginalis.

1.5.1 Clasificacién Taxonémica.

Reino: Protista.

Phylum: Protozoa.
Subphylum: Sarcamastigophora.
Clase: Zoomastigia.
Orden: Trichomonadida.
Familia: Trichomonadidae.



Género: - o Tnchomonas.

Especie:. : K chomonas vagmahs.

formada por microtibulos (Fig 2).
Los parisitos en cultivo prcsenlan formas Yy lumaﬁos varmblcs. mxdcn en promcdlo

de 10 a 20 pum de largo por 7 um de dmmetro. Las formas ‘ovoides y redondas son las que
predominan cn cultivo liquido y en las’ secrecxoncs vagma]es. Las  formas amcboxdes
aplanadas se encuentran cn biopsias de pacxentcs, aunque algunas veces se les encuentra
también en cultivos, adheridos a las paredes’ dc los tubos; estos pardsitos ameboides se
desplazan lentamente sobre el sustrato al que se adhlcrcn; En su interaccién con células del
cpitelio wvaginal in vitro, los mxcroorgamsmos de forma- ovoide 'se transforman
morfolégicamente en formas amcbmdcs en menos de tres mmutos. forman lamelipodios y
son capaces de emitir pseudépodos que se m(erd|g|tan en dlfcrentes sitios con la membrana
plasmdtica de las células blanco, reducnendo el espacxo mtcrcelular en las dreas de contacto

{Arroyo y col., 1993; Arroyo, 2000) (Flg 3). ¢
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Figura 2 Esquema del trofozoito de Trichomonas vaginalis donde se muestran varias
estructuras del parasito. Pelta (P), axostilo (AX), flagelos anteriores (AF), costa (C), flagelo
y filamento accesorio (F'y ACC), flagelo recurrente (TF), membrana ondulante (UNM),
cuerpo basal (BL), cuerpo parabasal o golgi (PB) nticlco (N), granulos costales
(hidrogenosomas, CG). Tomado de: Marquartdt, y col. 2000.



1 min. 3 min.

5 min. 20 min.

Figura 3. Transformacion morfoldgica de 7° vaginalis al entrar ¢n contacto con células de
epitelio vaginal (CEV). Pancl A: Después de 1| min. el pardsito ticnc aparicncia alargada y
se forman pseuddpodos en la periferia del pardsito en el sitio de contacto con la CEV. Panel
B: Después de 3 min. se observan puntos de contacto multiples y formacién de
pscudépodos y lamelipodios. Panel C: Después de 5 min. se obscrva una transformacion
morfolégica completa, de forma oval a forma ameboide aplanada con asociaciones de
membrana-membrana entre el huésped y ¢! parasito, miltiples puntos de contacto y
lamelipodios delgados. Pancl D: Después de 20 min. sec observan varios parasitos adhcridos

a las CEV.
Tomado de: Arroyo, y col. 1993,
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1.5.2.3 Citoplasma. .
En el citoplasma de 7. vaginalis se encuentran las sigufentes estructuras: 1) aparato

de Golgi muy bien definido, 2) reticulo cndoplasmnco, 3 sxstema vucuolar rico ecn

fagosomas y fagolisosomas, 4) grﬁnulos pamxosnlares y paracostalcs (hxdrogenosomas), 5)

de RNA de

doble cadena.

1.5.2.4 Nicleo.

expansién capitular del axostilo. El nicleo conticne un nucleolo esfénco pequcﬂo, rodeado

de un drea libre de cromatina.

1.5.2.5 Numero Cromosémico. B S
7. vaginalis es un orgnmsmo diploide y posce: sc1s pares de’ cromosomas (Yeong-

Seng y col. 1997' Yeong-Seng y col. 1998) El tamaﬁo del'genom dc T vagmahs se
estima en 2 5 x 10’ pb (Wang, y Wang, 1985) ;

1.5.2.6 Mctabolismo.

T vagmahs es un mxcroorgamsmo
de mitocondrias pero contlene un organelo rodeado por doble membrana denominado
S leva‘a'cabo el ‘metabolismo de los carbohidratos. Los

a bbio"facult‘ativo o aerotolerantc que carece

hldrogenosoma, en donde

hldrogenosomas se’ dw:den e mancra auténoma por fisién binaria, importan proteinas

postraduccnonalmente y produccn ATP Estos organelos difieren de las mitocondrias ya que
carccen de gcnoma, de c1tocromos, del ciclo de los acidos tricarboxilicos y de la reaccién

de fosfonlaclén oxndauva, en su lugar usan enzimas (piruvato-ferredoxina oxidorreductasa



¢ hidrogenasa) tipicamente restringidas a organismos anaerobios (Miiller, 1993). Datos
recientes indican que- los trichomonddidos poscen proteinas de tipo mitocondrial cuyo
mecanismo de importaciéon al organelo blanco cs similar al de las mitocondrias (Rogcr,y y

ol. 1996; Germot, y col. 1996), lo que sugiere que los hidrogenosomas y las mitocondrias

estin relacionados y que los primeros podrian haber evolucionado a partir de mitocondrias

(Biangini, y col. 1997).

1.5.2.7 Tipo de reproduccion y mitosis.

T. vaginalis presenta una reproduccién asexual por medio de f'sxén bmana
longitudinal. De acuerdo con Heath (Hcath, 1980), este parasito presenta una clase de
mitosis primitiva, ya que tiene un aparato mitdtico extranuclear que no tiene contacto
directo con los cromosomas y no ocurre rompimiento de la envoltura nuclear durantc la
divisién celular. El tiempo de duracién aproximado de la mitosis en este orgamsmo es'de
45 minutos y puede ser dividido en cinco fases: profase, metafase, anafase temprana y
tardia, tclofase temprana y tardia y citocinesis (Gémcz-Conde, 24 col.’ 2000) Rxbexro y'
colaboradores han propuesto rccientemente que el axostilo y los flngelos de:; T. vagmal:s

contribuyen de mancra importante cn la mitosis cerrada que preseman estos organxsmos.

sugicren que estas estructuras participan en los cambios de forma del parasno durante este
proceso, en la contorsién de la regidon anterior, en la carlocmeSIS 'y enla citocinesis.

(Ribeiro, y col. 2000).

1.6 Patogenicidad.
En el mecanismo de patogenicidad de 7. vaginalis se han distinguido tres etapas

principales: 1) adhesién (citoadhcrencia) de los pardsitos a las células blanco (células
epiteliales y eritrocitos), 2) efecto citopitico dependiente del contacto y mediado por la

secrecidn de sustancias citoactivas y 3) fagocitosis de las células blanco.



1.7 Aspectos moleculares de 7. vaginalis.
Organizacion génica. ‘

Estudios reafizadps acerca de la estructura y expresion de algunos genes de 7.
vagx'mzli.é han mostrado que los genes de este organismo no parecen estar arreglados en
agruparmentos (clusters). sino que se encucntran arreglados en unidades de transcripcion
sencillas.” Las sccuencxas de ¢DNA estudiadas hasta la fecha son colineares con copias
gendémicas ‘de los genes correspondientes, revelando la ausencia de trans-splicing o de cis-
splicing. Tddos los genes reportados hasta el momento carecen de intrones (Liston, y

Johnson, 1998; datos de nuestro laboratorio).

1.7.2 Regulacidén de la expresion génica.
El estudio de la expresién génica en 7. vaginalis es atn incipiente y se ha enfocado

principalmente a la regién 5° no traducida, en donde se Idcalizan los elementos promo!orcs

de la tmnscnpcu’)n. Hasta el momento solo una sccuencna con actxv:dad promotora de la

cucariontes a 25-30 nucleétidos rio arri
ol., 1994; Liston, y Johnsqn, 1999

La transeripcién de lds ‘gen cos ‘en

AT. ‘vézg'in'ah:'s pé\rece estar dirigida por una
RNA polimerasa II musual - que presema caractensncas diferentes a las RNA polimerasas
de eucariontes supenorcs. Estudlos de tmnscnpcxén in vitro han mostrado que la RNA
polimerasa 11 de T. vagmahs cs reststentc a altas concentraciones de a-amanitina (50%
inhibicién con 250 pg/ml), a dlferencm de lo observado con otras RNA pol H que son

inhibidas 2-20 pg/ml.’ Estn;es:;tencna parece debersc a cambios en ¢l sitio probable de



unién a o-amanitina encontrados en la subunidad grande de la RNA polimerasa 11 de
T. vaginalis. Uno de los hallazgos que apoyan la idea de que la RNA p‘olimerésayll de
T. vaginalis lleva a cabo la transcripcion de genes proteicos, es Ia presencia de un cap en
los extremos 5° de los mRNAs, lo cual no sucede tiplcamente en el proceso de transcnpcnén
dirigido por las RNA polimerasas I y III (Liston. y Johnson, 1998) : : :
Con respecto al procesamiento de los transcntos de T vagtnalls, el proccso de
poliadenilacién ha sido poco estudiado en este parésno. Algunos rcportes han sugendo que
los motivos AAUAAA y AAUAA (utilizados en eucanonte supenores) podnan funcmnar
como seciiales de poliadenilacién en este organlsmo, debldo ‘a’que. estas secuencias se
encontraron en las regiones 3’ no traducidas  de. los genes de: fen‘edoxma Y. B-succmll
coenzima A sintetasa ( Lahti, y col. 1992) Sm embargo. estas propuestas no presentan
datos experimentales que las apoyen. y o
Recientemente, el grupo de mvcsngncxén de la Dra Lépez-Vlllaseﬁor ha propuesto
que la secuencia UAAA ecs la seiial de pollademlamén para los RNAm de 7. vaginalis

(Espinosa y col, 2002) (ver seccidon de untecedentes).



2ANTECEDENTES



2.1 Poliadenilacién de los mRNASs en cucariontes superiores.

La biosintesis de los RNA mensajeros (RNAm) de orgamsmos eucanontes -es un
proceso que requiere de varias etapas de procesamiento.. Un paso crltICO gomun en
virtualmente todos los transcritos primarios es la generac:on de los extremos 3! maduros y
su subsecuente poliadenilacion. Las seiiales de pohademlacnon son requenda ; /ara la‘ :
terminacion de la transcripcién por la RNA pollmerasa ny para ‘la’ adlcxon de resxduos de
adenilato en el extremo 3°’OH (Whitelaw, y Proudfoot 1986; Proudfoot »
1997). Esta cola de poli (A) es |mportante en el transporte del RNAm del nucleo al
1991) y en ¢l control de Ia estabilidad del mRNA' (Beelman Sy :

y col.,

citoplasma (Eckner, y col.,

Parker, 1995). La eleccion del: sitio de pohademlacxén puede mﬂucnctar ]a expresxo

génica, como en el caso de las células B en donde la diferenciacion de la cadena pesada de L

las inmunoglobulinas en su forma membra al (-] en su forma secretada, es 5obernado en

parte a través del uso de sitios altematlvos de pohademlac:on (Wahle y Kahn, ]997)

5" GpppG -

Procesam'ientq :

57 GpppG

+150-200

Poliadenilacién

5 GpppG - AAUAAA ————— AAAAAAAAAAAA.

Figura 4. Esquema del proceso de poliadenilacion en eucariontes superiores (Wahle; y

Walter, 1996)

1989 McCracken e

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




2.1.1 Seiiales de poliadenilacién en mamiferos.

El hexanucledtido AAUAAA, localizado en la mayorla ‘de los transcritos - a una
distancia de 10 a 30 nucledtidos rio arriba al sitio de procesamiento, es una seiial altamente
conservada para la poliadenilacién en mamiferos y es esencial para ‘el‘ p}oceéamiento de los
extremos 3' de los RNAsm. Se ha reportado que la delecrién"del elemento AAUAAA
suprime el procesamiento y poliadenilacién de transi:ritos y las muiacioﬁes bhmuales en su
secuencia reducen en gran medida la eficiencia del procesamlemo en el extremo 3' (Sheets,
1990). .

Sin -embargo, la sefial AAUAAA por si _sola :nbv es suficiente para inducir el
procesamiento y la poliadenilacién de transcritos. Un segundo elemento que juega un papel :
importante en este proceso ha sido denominado elemento - *dowstream" (DSE) y. esta
situado rio abajo del sitio de corte de los transcritos, a una distancia no mayor de 30
nucleotidos; su secuencia es pobremente conservada, pero han sido descritos dos tipos de
elementos: uno que consiste en una secuencia de por lo menos cuatro o cinco uridinas y
otro que es una secuencia rica en GU (Wabhle, y Kiihn, 1997). Se ha visto que en algunos
casos solo uno de estos elementos es suficiente para la poliadenilacién; sin ‘'embargo,
también se ha observado que si estan presentes los dos tipos de elementos se presenta un
efecto de sinergismo (Gil, y Proudfoot, 1987). . :

La distancia que existe entre la sefial AAUAAA y el elemento "rio abajo” ‘en el

transcrito determina una region dentro de la cual puede tener Iubar el corte. Dentro de esta
despues de un resnduo de A,

region, existe preferencia para cortar en el ewtremo -3
frecuentemente después del dinucledtido CA, su;,lnendo que este podrlaA ugar un papel en -

la seleccion del sitio de procesamiento (Chen, y col 1995) E
Por otra parte, secuencias denominadas elementos upstream : USE) locallzadas no

arriba de la sefial AAUAAA pueden incrementar la* efclencm del procesammnw"eslas

secuencias son ricas en Us y su mecam:mo de accidn es todav
Kihn, 1997). )




2.2 Proceso de poliadenilaciéon en protistas.

Los estudios sobre el proceso de poliadenilacion en protistas son aun incipientes y
esta reaccion solo se ha estudiado en algunas especies. Los datos que se tienen hasta el
momento sugieren que los protistas no utilizan necesariamente la sefial de poliadenilacion
descrita en eucariontes superiores (AAUAAA) y se han reportado distintas secuencias que

podrian funcionar como sefiales de poliadenilacion en estos organismos.

2_3 Sciiales de poliadenilaciéon en 7. vaginalis.
En el trabajo de tesis de la Dra. Norma Espinosa, realizado en el laboratorio de la
" Dra. Imelda Lépez Villasefor, se analizaron de manera detallada las regiones adyacentes al :
sitio de poliadenilacion en algunos transcritos de 7. vaginalis. Se estudiaron las régionkes‘B"' .
no traducidas de 10 cDNAs de actina y de otros siete cDNAs ‘de d:versos genes de 71 -

vagmall\' Con base en este !rabajo se ha propuesto que el motlvo UAAA es la secuencna

UAAA no es suficiente para dirigir el proceso de pohademlac:on de este or;:,amsmo y es :

necesaria la secuencia Py (A)e.3AAUU para seiialar el sitio de procesamlento del transcrito:
en esta secuencia la flecha indica el sitio de corte del transcrito por lo que el elemento
AAUU se localiza rio abajo y adyacente al sitio de corte y poliadenilacion. Ot»ra region rica
en Us. localizada rio abajo del sitio de procesamiento del transcrito, podria estar implicada
en este proceso. Se propone también que en 7. vaginalis el motivo UAAA sc seleccioné
evolutivamente para seiialar tanto el fin de ‘la traduccién como el procesamiento de
transcritos en el extremo 3', acoplando asi los dos procesos en este organismo de evolucion
temprana; se sugiere también que esta secuencia pudo haber originado la sefial AAUAAA
utilizada como seifial de poliadenilacidn en cucariontes superiores (Espinosa y col. 2002).

Si bien en el trabajo de la Dra. Espinosa se proponen las secuencias que pudieran

actuar como sefiales para el procesamiento y poliadenilaciéon de los RNAsm de 7. vaginalis,



hace falta probar la funclonalldad de estas secuencnas para demostrar su, papel en el proceso

de poliadenilacion.

2.4 Genes chor(eros.

acetil CoA en la posicidn C3 ' donde se encuentra el grupo h|droxdo primario ‘del

cloranfenicol.

El producto de esta reaccidn, 3-acetil cloranf‘emcol suf're un rearreglo en el

1.3-diacetil cloranfemcol. El cloranfenicol modificado de es!a ‘manera . carece de: acuvndad
ntro de los

bactericida ya que es incapaz de unirse a la peptidil tra sfe sa

ribosomas procaridticos e inhibir el proceso de traduccu)n Se puede edlr la, actividad de

CAT mediante varios ensayos usando procedlmlentos y equlpo ‘de-uso comun en los
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laboratorios ' (ver material y métodos). La actividad de CAT es muy estable; su vida media
es de 50 horas y se mantiene su actividad despues de que la transcripcién se ha reducido.
CAT es una enznma procariotica, por lo tanto no tlene actlvu:lad competmva endogena en .

células de mamnferos‘ ademas esta enzima es muy estable Io que represema una - gran
En’ este trabajo de’ tesns se uuhzo acar

ventaja para ser utilizada como molécula reponero.

como reportero molecular.

podemos encontrar los siguientes :
El gen /uc codifica por la proteina lut:lfcrasa. que produce luz dc luclferma en’ :

presencia de ATP. Para medir la actividad de este’ gen se requxere un Iummometro o un

contador liquido de centelleo con un comador su'nple de fotones. La vida medla de la o

luciferasa en células transfectadas es corta, de 1prox|madamente 3 horas.
La proteina fluorescente verde (GFP, grecn fluorescent protein) y sus. vanantes

obtenidas por ingenieria génetica, son. un buen sistema reportero no enzxmanco. GFP es

dnica entre varias protemas emisoras de luz, autoﬂuorescentes. que no requlergn ;qfactotes' B

exdgenos o sustratos independientes para su actividad. Su presencia es detectada mediante

la medicién de la absorbancia en la'longitud. de onda apropiada; el sistema’ utiliza
método de medicién no invasivo para monitorear la expresion del gen re‘porytélv"ore
células transformadas. Sin embargo la sefial flourescente no es ampllfcada por nto lav
deteccion requiere que la expres:o de’ GFP sea- dirigida por promotores o elementos
regulatorios muy fuertes.’ GFP. es muy' utilizado en el segu|m|ento del transpone,

localizacion y destino de las protelnas blanco.




Secuencia del gen car

1 A'I‘ GGAGAAAAARATCACTGGATATACCACCGT TGATATATCCCARNTCGCATCGTARAAGAR
1 E K K I T G Y T T v D I s Q =] H R K E
61 CATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGAT
21 H F E A F Q s Vv AR Q [=3 T Y N Q T V Q L D

121 ATTACGGCCTTTTTARAGACCGTARAGARAAATAAGCACAAGTT TTATCCGGCCTTTATT
41 I T A F L K T VvV K K N . K H K F Y P A F I

181 CACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCT CATCCGGAATTCCGTATGGCAATGARAAGACGGT
&1 HILARLMNAH’P_E*E“RMAHKDG

241 GAGCTGG! l‘GI\TATGGGATAGTGTTGCCCTTGTTAMGCGTTTTCCATGAGCMACTGAA
81 B L v I w D S v H P C Yi.T V.- F H E Q T E

TTCTACACATATAT
F L H I b'4

301 ACGTTTTCATCGCTCTGGAGPGMTACCACGP
101 T E s s L W S E Y H . D

361 TCGCAAGATGTGGCGTGT’I‘ACGGTGMMCCTGGCCTATTTCCCTAMGG@ITTATTGAG
121 S Q b VvV A © Y G E N B K G F I EBE

421 AATATGTTTTTC GTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTG\CCAGTTTTGATTTAAACGTG
141 N M F F VvV s A N 5 F. D L N Vv

481 GC! CAATATGGACJ\I\CTTC’I'TCGCCCCCGTmmCCATGGGCAAATMTRTACGmGGC
161 A N M D N F F A P :V: T/ 'M:6G, K. ¥ Y T Q G

541 G}\CAAGGTGCTGATGCCGCTGGcGATTCAGGTTCATdiTGCCG‘rCTGTGATGGCTTCCAT
‘181 D K v L M P L A I Q V‘ H H A 'V c D G ¥ H

601 GTCGGCAGAATGCTTAATGAART TACAACAGTACT GCGATGAGTGCGCAGGECGGGGCGTAA
201 v 6 R M L N E L . Q Q0 ¥ € D E W ©Q 6 6 A ~

Oligo CAT 10 5'3°

Oligo CAT 11 5" 3°

Oligo CAT 20 3'5"

Figura 4. Secuencia del gen car donde se muestma la ubicacion de los oligos especificos
CAT10,CAT11 y CAT 20 utilizados en la parte experimental.
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2.5 El vector de expresién pAC22CAT-1.

En el laboratorio de la Dra. Lépez Villaseiior se han construido vectores para la expresion
de genes reporteros en 7. vaginalis (trabajo desarrollado por Jessica Guzman). Uno de
estos vectores es el pAC22CAT-1: contiene el gen car (que codifica pam la enzima CAT)
flanqueado por las regiones 5° y 3’ intergénicas de un gen de actina (Fig. 6)

R.1. actiaa 5'
PAC22CAT-1
5278bp

Dra
Eco0109 & .
“Eco RI
Xho e —
Sall / =
— ",
Acc ljs Promotor | \\ R.I. actina 3° Neo 1
Hind 11 P EL

Clal \ ‘Eco Rl

o RV

13sp106 1
Hind 111

Sst 1

Figura 6. Vector de expresion pAC22CAT-1 contiene al gen car flanqueado por las
regiones 5’ y 3" de actina de 7. vaginalis.
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Secuencia del vector pAC22CAT-1.

CTGACGCGCC
CCGCTACACT
CCACGTTCGC
TTAGTGCTTT
GGCCATCGCC
GTGGACTCTT
TATAAGGGAT
TTAACGCGAA
CAACTCTTGG
GGCGATGTGCT
TAARAACGACG
GGTGGCGGCC
ATCGANGATCG
TTTTGTGATG
TGTTCAATAT
TGAANAGATA
ACT TTTNG
CCARANATTT
AGGACHTTTT
CAAGCGTAAT
AGAATAANIIN
TTTATAAAAT
ARAATTTTGH
AGCARANTTG
GANTNATTTCA
GATTANANAN
GTTGTOCTARR
AARAAATCAC
AGGCATTTCA
CCTTTTTARAA
TTGCCCGCCT
TGATATGGGA
CATCGCTCTG
ATGTGGCGTG
TTTTCGTCTC
TGGACAACTT
TGCTGATGCC
GAATGCTTAA
CTTARACAAT
TATTTTGGAN
GTACCCTGAN
CTAATTANAG
AACACTTGAT
ARAGTAANTTA
TARAGTTAATC
TACTCGTTGA
TCCAAGTCTT
TCTCTATCCTA
TTTGTATTTT
ATCTCAACGA
TTGTGCTGGT
TCGATACCGT
TTAATTGCGC

CTGTAGCGGC
TGCCAGCGCC
CGGCTTTCCC
ACGGCACCTC
CTGATAGACG
GTTCCAAACT
TTTGCCGATT
TTTTAACAAA
GAAGGGCGAT
GCARAGGCGAT
GCCAGTGAGC
GCTCTAGAAN
TAGOGARATS
TETCGECATA
TGATCTAAAS
NCGARCETAT
SAAGHALIGTA
ATGTTTT
COTANTCAAA
TTCCANATSG
TICUT AT GRIY
ATTTTGT A
AGCANT
GCCAGATATA
T T GGG,
ATTANGAAG
GIAGTEAAANT
TGGATATACC
GTCAGTTGCT
GACCGTAANG
GATGAATGCT
TAGTGTTCAC
GAGTGAATAC
TTACGGTGAA
AGCCAATCCC
cTTCcGCCCCC
GCTGGCGATT
TGAATTACAA
TITCCGTATAA
NP OCACTTCAT
CATTTCTTTT
TGCCTGATTT
AATTGTGTAT
AATTATTCTT
AATTTATTAR
CCATTCCAAT
CGTAGTGAGT
ARGGACTTSGA
CGTATTCCTT
ATGACNAGCTARN
CCTTGACTTT
CGACCTCGAG
GCTTGGCGTA

GCATTARAGCG
CTAGCGCCCG
CGTCARGCTC

GACCCCAARAR
GTTTTTCGCC
GGARACARCAC
TCGGCCTATT
ATATTAACGC
CGGTGCGGGC

TAAGTTGGGT
GCGCGTAATA
TAGTGTTTTT

AARTCTATCAG

TGCTANANAN

ATANAATCARA

CITTTGCGTT

STTTTTCGA
SAACTTAAR
TAACAGATTT
STARGATANT
GGTTOTTTGA
TCAGTGCANT
TTGGANTAAN
ANTATCGO,

NTTESGANTG
ACCGTTGATA
CAATGTACCT
APAAATAAGC
CATCCGGAAT
CCTTGTTACA
CACGACGATT
AACCTGGCCT
TGGGTGAGTT
GTTTTCACCA
CAGGTTCATC
CAGTACTGCG
TATATTTCARA
TAATATTGTG
CCAATATGAT
GCATTGTATT
TATTCSTTGT
CATCANNTCA
TAANANTACA
CTTCTTTAGA
AATCTGTGAG
ARTTCGTCTA
CATCATATNAA
TCTCTTGTAC
GTCGCTGTTT
GGGGGGLCCG
ATCATGGTCA

CGGCGGETGT

GGTGGTTACG

CGCAGCGTGA

CTCCTTTCGO
TAAATCGGGG
ARCTTGATTA
CTTTGACGTT
TCARCCCTAT
GGTTARARAARAA
TTACAATTTC
CTCTTCGCTA
ARCGCCAGGG
CGACTCACTA
ATATATAATT
AATATGTCAG
GTTAAATAAT
TATATAACAG
ACTATAATITC
ATADNTRTTTT
GAATGTCAGA
GTAACTTATA
ATCGTGATGT
TATGAATACC
CAATATTTGT
GATATAGARA
TARAATGACA
GAAATCCACAT
TCCTGGTTAT
TTAACTTCAT
TATCCCAATC
ATAACCAGAC
ACAAGTTTTA
TCCGTATGGC
CCGTTTTCCA
TCCGGCAGTT
ATTTCCCTAA
TCACCAGTTT
TGGGCTAAATA
ATGCCGTCTG
ATGAGTGGCA
AATTAACTAA
TTTTAATGGT
TTTTACCTTT
CTTTARACTAT
TGATTTAAAA
TAGAGATANN
AATTTAAATA
ACATTGAGAA
TATGAGCTAG
GGAATTGCAG
TCATTTTCGT
TCCTCGTACG
TCGTTTGAGC
GTACCCAGCT
TAGCTGTTTC
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TTTCTTCCCT
GCTCCCTTTA
GGGTGATGGT
GGAGTCCACG
CTCGGTCTAT
TGAGCTGATT
CATTCGCCAT
TTACGCCAGC
TTTTCCCAGT
TAGGGCGAAT
ATTTCGAC
GCACTGGC
TGTGATTGGA
TAACNANATCAN
CAATGATATC
TGANTAAC
NATATTGGAAN
TGTACGSTTTA
CTGATGTGAA
ATTCATGATA
GAATTGTCAR
ATATATTTAT
TCACTTCACA
ATATATGTAT
ANATTTTGAG
TTCATTTTCT
GCATCGTAAA
CGTTCAGCTG
TCCGGCCTTT
AATGAAAGAC
TGAGCARACT
TCTACACATA
AGGGTTTATT
TGATTTARARC
TTATACGCAA
TGATGGCTTC

GGGCGGGGCG

CCTTTTTTCT
TTATATGTGA
CACCAAATAC
NACATAATTGA
GAATATCTTT

CTAAAACAAG
ATACAARATA

GTTGAGGATC
AGTCGTCAGA
AAACATCAAT
GGCTCAATCT
ATCTCTTGTA
TGAATTCGAT
TTTGTTCCCT
CTGTGTGAAR

TCCTTTCTCG
GGGTTCCGAT

TCACGTAGTG
TTCTTTAATA
TCTTTTGATT

CACGACGTTG
TGGCCACCGC
AGCTTAGCAN
TTCTCATTAT
CACTTTTAGH
ATNGTGTTTA
ATATTTTTTA
TATAGTTTCT
APAAATTATG
ATTCTGANAT
ATTAGTAAAN
ATCGTTATNAA
ATTTATTCTC
TGATAGANNT
TrGTCCceTTT
AATATCGARA
GACTCTAACC
GCCTATGAACA
GAACATTTTG
GATATTACGG
ATTCACATTC
GGTGAGCTGG
GAAACGTTTT
TATTCGCAAG
GAGAATATGT
GTGGCCAATA
GGCGACARGG
CATGTCGGCA
TAAGAGCTCA
TTAGTGAACC
CCAATACGAT
AAGTATCATG
ATCAATCAAT
TGATATTTTG
ACATTTATAG
CTAATTGAAT
AATTCCTTCA
TCTATTGTCA
AGGAACGATG
ATCATCGGTT
GCTCAACCTG
ATCAAGCTTA
TTAGTGAGGG
TTGTTATCCG




CTCACAATTC CACACAACAT ACGAGCCGGA AGCATAAAGT GTAAAGCCTG GGGTGCCTAA
TGAGTGAGCT AACTCACATT AATTGCGTTG CGCTCACTGC CCGCTTTCCA GTCGGGAAAC
CTGTCGTGCC AGCTGCATTA ATGAATCGGC CANCGCGCGG GGAGAGGCGG TTTGCGTATT
GGGCGCTCTT CCGCTTCCTC GCTCACTGAC TCGCTGCGCT CGGTCGTTCG GCTGCGGCGA
GCGGTATCAG CTCACTCAAA GGCGGTAATA CGGTTATCCA CAGAATCAGG GGATAACGCA
GCAAAGAACA TGTGAGCAAA AGGCCAGCAA AAGGCCAGGA ACCGTAAAAA GGCCGCGTTG
CTGGCGTTTT TCCATAGGCT CCGCCCCCCT GACGAGCATC ACAAAAATCG ACGCTCAAGT
CAGAGGTGGC GAAACCCGAC AGGACTATAA AGATACCAGG CGTTTCCCCC TGGAAGCTCC
CTCGTGCGCT CTCCTGTTCC GACCCOCTGCCG CTTACCGGAT ACCTGTCCGC CTTTCTCCCT
TCGGGAAGCG TGGCGCTTTC TCATAGCTCA CGCTGTAGGT ATCTCAGTTC GGTGTAGGTC
GTTCGCTCCA AGCTGGGCTG TGTGCACGAA CCCCCCGTTC AGCCCOGACCG CTGCGCCTTA
TCCGGTAACT ATCGTCTTGA GTCCAACCCG GTAAGACACG ACTTATCGCC ACTGGCAGCA
GCCACTGGTA ACAGGATTAG CAGAGCGAGG TATGTAGGCG GTGCTACAGA GTTCTTGAAG
TGGTGGCCTA ACTACGGCTA CACTAGANGG ACAGTATTTG GTATCTGCGC TCTGCTGAAG
CCAGTTACCT TCGGAAAANG AGTTGGTAGC TCTTGATCCG GCAAACAAAC CACCGCTGGT
AGCGGTGGTT TTTTTGTTTG CAAGCAGCAG ATTACGCGCA GAAAANAAAGG ATCTCAAGAA
GATCCTTTGA TCTTTTCTAC GGGGTCTGAC GCTCAGTGGA ACGAAAACTC ACGTTAAGGG
ATTTTGGTCA TGAGATTATC AAAAAGGATC TTCACCTAGA TCCTTTTAAA TTAAAAATGA
AGTTTTAAAT CAATCTAAAG TATATATGAG TAAACTTGGT CTGACAGTTA CCAATGCTTA
ATCAGTGAGG CACCTATCTC AGCGATCTGT CTATTTCGTT CATCCATAGT TGCCTGACTC
CCCGTCGTGT AGATAACTAC GATACGGGAG GGCTTACCAT CTGGCCCCAG TGCTGCAATG
ATACCGCGAG ACCCACGCTC ACCGGCTCCA GATTTATCAG CAATAAACCA GCCAGCCGGA
AGGGCCGAGT GCAGAAGTGSG TCCTGCAACT TTATCCGCCT CCATCCAGTC TATTAATTGT
TGCCGGGAAG CTAGAGTAAG TAGTTCGCCA GTTAATAGTT TGCGCAACGT TGTTGCCATT
GCTACAGGCA TCGETGGTGTC ACGUTCGTCG TTTGGTATGG CTTCATTCAG CTCCGGTTCC
CAACGATCAA GGUGAGTTAC ATGATCCCCC ATGTTGTGCA AAAAAGCGGT TAGCTCCTTC
GGTCCTCCGA TCGTTGTCAG AAGTAAGTTG GCCGCAGTGT TATCACTCAT GGTTATGGCA
GCACTGCATA ATTCTCTTAC TGTCATGCCA TCCGTAAGAT GCTTTTCTGT GACTGGTGAG
TACTCAACCA AGTCATTCTG AGAATAGTGT ATGCGGCGAC CGAGTTGCTC TTGCCCGGCG
TCAATACGGG ATAATACCGC GCCACATAGC AGAACTTTAA AAGTGCTCAT CATTGGAAAA
CGTTCTTCGG GGCGAAAACT CTCAAGGATC TTACCGCTGT TGAGATCCAG TTCGATGTAA
CCCACTCGTG CACCCAACTG ATCTTCAGCA TCTTTTACTT TCACCAGCGT TTCTGGGTGA
GCAANAACAG GAAGGCAAAA TGCCGCAAAA AAGGGANATAA GGGCGACACG GAAATGTTGA
ATACTCATAC TCTTCCTTTT TCAATATTAT TGAAGCATTT ATCAGGGTTA TTGTCTCATG
AGCGGATACA TATTTGAATG TATTTAGAAA AATAAACAAA TAGGGGTTCC GCGCACATTT
CCCCGAAAAG TGCCAC

Figura 7. Secuencia del vector pAC22CAT-1. En color negro se muestra el vector
p-bluescript 1i,en rosa las regiones 3'( inicia con ¢l codon de paro de actina (TAA) y 5' de
actina, en azul el gen c¢ars, cn verde las sehales propuestas para dirigir el procesamiento
(Pyl (A)....AAUU).de los transcritos y la poliadenilacion de los mismos (TAAA), y cn rojo
la secuencia que une al gen car con la region 3° de actina , esta secuencia involucra el sitio
de corte para la enzima Sst | (rojo subrayado).
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3. HIPOTESILS U
OBIETIVOS



3.1 Hipotesis. :
La region 3’UTR de un gen de actina contiene las sefiales que dirigen el procesamiento y

poliadenilacion del transcrito.

3.2 Objetivo general.

> Determmar el s 10 de polladenllacmn de los transcruos del gen reponero cat, expresado

bajo el control de Ias reglones 5’ y 3° de un gen de actma en I'rlclmmonav'vagmallv

3.3 . Particulares.

> Establccer las cond:cnones optlmas -para la expresnon dc la en2|ma cloranfenlcol acetil
tranﬁfer'nsa en celulas de P vagmnll\ transfectadas con el plasmldo pAC22CAT—

- Comparar los smos de pohademlacnon de los transcritos del gen reportero caf con los

sitios de pohademlacnon de'los transcritos de actina de 7. vaginalis.
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4. METODOLOGILA



4.1 Cultivo de Trichomonas vaginalis,

Los pérésitos del aislado CNCD147 (donado por la-Dra. Rossana Arroyo del
CINVESTAYV, IPN), se cultivaran en tubos de vidrio de 10 ml con tapa de rosca a 375C, en
medio TYM (trypticase-yeast extract-maltose) (Apéndice A), suplementado con’ 10% de
sucro de caballo (GIBCO) previamente inactivado a 56°C por' 30 ~'min. l"afa el
mantenimiento . del cultivo se realizan subcultivos cada 2 dias, tomando como inéculo

inicial 0.5 x 10° parasitos por ml.

4.2 Transformacion de Excherichia coli. 2 ; ’

Se crecié un cultivo de la cepa E. coli JM109 en: 30 ml. de ‘medio LB a 37°C
durante toda la noche con agitacién (5,000 rpm). Al dia siguiente se inocularon 30 ml de
medio LB con 1/100 del cultivo anterior, se incubaron a 37°C con agitaciéon (5,000 rpm )
hasta que alcanzd una densidad Optica de 0.5 a 550 nm; en este punto las células se
mantuvieron en hielo durante 10 minutos, para después centrifugarse a 5,000 rpm en un

rotor Sorvall SS34 durante 5 minutos. Las células se resusypendieron en la mitad del

volumen original (15 ml) de una solucién fria de CaCl; 100mM y se incubaron en hielo
por 15 minutos. Terminada la incubacién se centrifugaron las células a 5,000 rpm (Sorvall
$S834) por 5 minutos. Las células se resuspendieron en 1/15 del volumen original (2 ml) de -
una solucidn fria de CaClz 100mM y se incubaron en hielo por lo menos 30 minutos o mas; °
terminada esta incubacién se tomaron 200 pl! de células en un mlcrotubo de“1.5 ml y se

agregaron aprox:madamente 50 ng del- DNA que se desea transformar en un volum n no -

la noche.
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4.3 Obtencion de DNA plasmidico (mini- preparacidén).

Se tomod con un palillo estéril una colonia de las bacterias transformantes, se colocd
en tubos de vidrio estériles con tapa, que contenian 3 m! de medio LB con el antlblonco;
apropiado y se incubaron a 37°C durante toda la noche con agitacién (5 000" rpm) Se
transfirié 1.5 ml del cultivo bacteriano a microtubos de 1.5 ml, se centr:fu&o a 12 000 rpm
durante 30 seg.. se retiré el sobrenadante y se coloco el cultivo restante en el mlsmo tubo Y-

se volvio a centrifugar en la misma forma. Se retiro el sobrenadante, el botén celular se'

suavizo mediante agitacion en vortex, se agregaron 100 pl de solucnon 1 fna (50 mM

glucosa, 25 Mm Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA pH 8) y se mezcld en vortex nuevamente -
12%6SDS), se mezclo el

Se agregaron 200 pl de solucion 11 recién preparada (0.2 N NaOH,

contenido invirtiendo el tubo en 5 ocasiones y se incuba en hielo durante s’ mln Se

agregaron 150 ul de solucién III fria ( 6 ml de acetato de potasio SM, 1.1 ml de acndo>

acético glacial y 2
incubd en hiclo durante 5 min. Después se centrifugd a 12,000 rpm durante 5 mm.. se
transfirié el sobrenadante a un microtubo limpio y se agregaron 250 ul de fenol y 250 ul de
cloroformo, se mezclo en vortex, y se centrifugd a 12,000 rpm durante 2 min. Se transﬁr'ic')_
la fasc superior, sin tomar la interfase, a un tubo limpio y se agregaron 500. ul'ﬂé
cloroformo, se mezclo en vortex y se centrifugd igual que en el paso amenor. Se transﬁno’_
nuevamente la fase superior a un tubo limpio y el DNA se precipité con:1' ml de etanol 2

absoluto, se mezcld en vortex y se incubd a temperatura amblente durante 10° mmutos Por

Gltimo se centrifugd a 12

.000 rpm durante 5 min., se retiré el sobrenadante Y. ‘se. lavo el B

boton de DNA con etanol al 70% frio, se volvuo a centrlﬁagar ‘séreti

lavado y el botén de DNA se secéd al aire: durante 5 ml

resuspendio en 50 ul de amortiguador TE [Trls 10, mM ED 6.2AniM] con RNAasa (20 .

pg/ml), se incubd a 37°C durante 30 mm .y se guardo a

.85 ml de agua bidestilada estéril), se mezcld en vortex suavemente yse::




4.4 Preparacion de DNA de pl:isﬁlidds (midi-prep).

Se realizé un cultivo del plasmido pAC22CAT-1 con ' 75 ml de medio’ LB mas
ampicilina (100pug/ml) y se incub6 a 37°C. toda la noche. Al sngunente dia’ el ‘cultiv !
centrifugd a 6000 rpm (Sorvall GSA) por 15 minutos a 4°C, se deseché el s

el boton celular se resuspendlo en 4 ml del amomguador Pl (plasmxd

coénico de 50 mI el boton se lavo con 2.ml de etanol al
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sobrenadante se decantd con mucho cuidado para no perder el botdon de DNA, este se secod

al aire por 5610 ; .
minutos y se resuspend:o en 250 ul de H>O bidestilada estéril. EI DNA se guardd en un

tubo microtubo de 1.5 ml a -20 °C.

4.5 Transfeccién de Trichomonas vaginalis.
Para el cultivo inicial de 7. vaginalis, se preparé un tubo de cultivo que contenia 6

ml de medio TYM, 0.6 m! de suero de caballo inactivado por calentamxento(GIBCO BRL),

incubaron a 37°C durante 24 horas.
Pasado el tiempo de incubacién, los cultivos se Juntaron en-un: frasco estenl de 500

ml, se mezclaron pcrf‘cctamcmc y se tomd una alicuota del cultxvo p

de solucion Zimmerman fria. Las células se centrifugaron a 3, 000 rpm durante 10 mmutos

a 4°C, en un rotor SS-34. El paquete celular se resuspende en soluclon de- Zlmmerman
as” cél ulas de 7

suficiente para llevar a una concentracién final de 600,000 celula ul'

vaginalis se transfectaron mediante electroporacién. Para la elcctroporacnon se utlhzaron
de’ celu]as ‘preparadas

celdas (clectroporation cuvette plus, 2 mm Gap, BTX) con 400 ul
como ya se describio, 50 pug del plasmido pAC22CAT-1 en un volu en o mayor a 15 pls.
Como control negativo se realizd otra electroporacion en |&,uales condlcnones, pero
utilizando el plasmido pACT22GFP. Las celdas se incubaron en hielo’ por s minutos.

La clectroporacion se llevd a cabo con el equipo BTX élefétrbporation system,

clectro cell manipulator 600. Las condiciones iniciales fueron un pulso a 1,500 uF, 360 V y

13 Ohms. Después de electroporadas las células se dejaron’a temperatura ambiente por

5 minutos; a continuacidn cada electroporacion se transfirié %1 una botella de cultive de 50
ml de capacidad que contenia 15 ml de medio TYM y 1.5 ml de suero dec caballo,
preincubada a 37°C. Las botellas se incubaron a 37°C durante los distintos tiempos a

ensayar ( ver scccion 5.1 de resultados).
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4.6 Preparacion de extriactos protei de Trich zinalis .

Los extractos proteicos se obtuvieron de los cultivos de 7. \{aginali.\- transfectados
por electroporacion (secc.4.5) de la siguiente manera: Se transfirieron 3 ml ’d'e't.;ultivo a2
microtubos de 1.5 ml y se centrifugaron a 3,000 rpm por 5 m‘inii"t‘os‘zyxb 4°C en una
microcentrifuga. El sobrenadante se eliminé y las dos pastillas se resuspendxeron en un
volumen total de 1 ml de solucion TEN ( Fris 40 mM pH=8, EDTA 1 mM pH 8y NaCl
15 mM, estéril); las células se centrifugaron a 3,000 rpm durante:15- segundos a 4°C y se
elimin6 el sobrenadante con una pipeta; este Gltimo paso se repmo una: vez mas. Finalmente
el paquete celular se resuspendié suavemente en 75 ul de Tris 25 mM pH—S Gnicamente
con la pipeta. Las células se lisaron con 3 ciclos de congelaélon-descongelamon en
nitréogeno liquido. Inmediatamente después del dltimo ciclo, los tubos se incubaron a 37°C
durante 5 minutos, y se repitieron dos ciclos mas de’ congelacidén-descongelacion. A
continuacidon los tubos se incubaron a 65°C por 10 minutos, se mezcldé el lisado con la
punta de una pipeta y se centrifugd en una microcentriﬁ.xga a-14,000 rpm por 10 minutos a
4°C. Los tubos se mantuvieron en hielo, los éxtractosytprbteicos se alicuotaron en

microtubos con 25 ul de extracto cada uno y se guardaron a —70°C hasta ser utilizados.

ferasa

4.7 Ensayo para Amedirvln'ac(irvidnd cni_in itica de la cloranfenicol acetil tr:

Se preparo una soluclon de [* H]-cloranfemcol 0.2nCi/pl (ver apéndice D) y se
diluyé a una concentract n de 0.011Ci/pal. También se preparo N-Butiril-CoA 2.5mM en

acetato de sodio 10°'mM pH"S
Para’'el ensayo CAT . se utilizaron los extractos proteicos de 7. vaginalis (secc.4.6) y

se incluyeron los siguientes controles negativos y positivos

Controles negativos:
1.-Tris 25 mM
2.-Extracto proteico de células transfectadas con pAC22GFP
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Controles positivos:
1 -Enz:ma CAT 0.016 U/ml
2.-Enzima CAT 0.008 U/ml

Todos los reactivos ¥ las muestras se colocaron en hielo antes de comenzar el

ensayo.
La mezcla maestra para 8 reacciones se preparo de la siguiente forma:

Soluciéon. { ] final en la reaccién
~160 pl [*H] Cloranfenicol (0.01 uCi/ul) 0.2 uCi
- 80 pl N-Butiril-CoA 2.5 mM 0.25mM
- 80 pul Tris IM, pH=8 IOO mM

- 80 ul Agua bidestilada estéril.

- 400 ul Volumen final.

Se prepararon las siguientes reacciones:

1. 50 pl de Tris 25 mM pH=8 (control negativo de la reaﬁciéh)

2. 48.9 pl de Tris 25 mM pH=8 + 1.12 pl de la enzima CAT dllucxon 1: 1000 en
Tris 25mM (0. 008U) {control positivo de la reaccnon] ; :

3.47.8 ulde Tris 25 mM pH =8 2 .24 ul deé la enzima CAT dllucmn

‘oo‘o en |

Tris 25 mM (0. 016U) [control posmvo de la reaccién]. :

4. 45 pl de Tris 25 mM pH =8 :+5 i del extracto protelco de pAC ‘FI’_(cpnvtr’ol négativo
de transfeccién) . - S :

5. 45 ulde Trls 25 mM pH"8 +5 p.l del duphcado del extrac(o pr _icd de pAC22GFP

(control negativo de la transfeccxon)[dupllcado] :

6. 45 ulde Tris 25 mM pH =8 + 5 ul del extracto protexco de pA

7. 45 pl de Tris 25 mM pH—S + 5 pl del extracto protelco de pACZ’_’CAT-l (duplicado).
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A cada tubo se le agregaron 50 ul de la mezcla maestra para tener un volunien final

de 100 m Se incubaron los tubos a 37°C durante 2.5 horas. Termmado el tlempo de

14,000 rpm durante 2 minutos, se tomaron 180 ul de la fase Bfgéhica superior)

colocaron en un nuevo tubo marcado con un asterisco.: Se reahzé otra’; extr: ccxo

agrcgéndole 210 ul de xileno a los tubos con la reaccmn ongmal y

se tomaron 300 pl de la fase organica'y se colocaron en vnales que conteman hqwdo de
centelleco. Las muestras se leyeron . en un contador de centelleo en el canal de trmo ( ver

resultados). ' ‘ : DA e

4.8 Cuantificacion de Protei S
P:ir-; rc'portar Ia acnvtdad de CAT /pg de protema se cuantlfco la cantidad de -




4.9 Ex(raccmn de RNA total. e
Se’ extrajo RNA total de parasitos transfectados —dc:" “ aci.xerdo“‘;'al “siguiente

proced|m1enlo.

Se utiliz6 un cultivo con 120,000,000 de parésito.s lbsi
tubo comco (Nalgene) de 15 ml a 3,000 rpm por 10 mmut
clinica. El paquete celular se resupendié en 6 ml de PBS(amort
preparado con H,O DEPC. Se tomaron alicuotas de |- ml en mlcrotubos de 1.5 ml y se

centn fugaron en un

n u a centrlﬁ.\ga

sal no de fosfatos)

trataron de la siguiente forma: se centrifugaron 1 min.. a 14, 000 pm a 4°C se desecho el
sobrenadante y la pastilla se resuspendio en 1 ml de TRIZOL (GIBCO BRL). Las células
se lisaron mediante pipeteo y el lisado se incubd 5 minutos a temperatura ambiente para
disociar complejos nucleoprotéicos. Se agregd a cada tubo O 2 ml de cloroformo, se mezcld
por inversién 15 segundos, se incubd 3 minutos a temperatura amlneme y se centrifugd a
14,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El RNA se precxpno de la fase acuosa con 0.5 ml de
alcohol isopropilico, durante 10 minutos a. temperatura amblente Se cemrlﬁJgo a 14 000
rpm durante 10 minutos a 4°C, el sobrenadame se ehmmo y se lavo el boton de RNA con 1

ml de etanol al 75% (H.O DEPC) EI boto dc RNA'se secé y.se resus en 30 ul de
H2O/DEPC.

procedimiento se utilizé ‘una resmaA[ohgo(dT) cellulosa] para sebarar el KNA poll A+

Se partio de 2.2 ug de RNA total de 7. vaginalis resuspendldos en 30 uls de HzO DEPC; se

adiciond 0.4 ml del amoruguador de extraccion [Quick Prep Micro mRNA purification kit
(Amersham Pharmacia Blotech)] 0.8 ml del amortiguador de elucion [Quick Prcp Micro
mRNA purification kit (Amersham Pharmacia Biotech)] 1 ul de oligo (dT) celulosa, se
mezcld suavemente por inversion durante 3 minutos, se éentrifugc’: a 14,000 rpm por 10

segundos y se elimind el sobrenadante. La resina se lavé cinco veces de la siguiente
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manera: se resuspendié en 1 ml del amortiguador de alta sal [1OMm Tris-HCI (pH 7.5), 1
mM EDTA, 0.5 mM NaCl] se centrifugd a 14,000 rpm por 10 segundos y se eliminé el
sobrenadante. Posteriormente la resina se resuspendié en 1 ml del amortiguador de baja sal
[10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA, 0.1 M NaCl] por inversién, se centrifugé a
velocidad maxima por 10 segundos y se elimind el sobrenadante; este procedimiento se
repitié 2 veces. )

La resina se resuspendié en. 0.3 ml del amortiguador de baja sal, se tranSfrié ala
columna (microspin column) que se coloca dentro de un mlcrotubo y se centnfugo a
velocidad maxima. (14,000 rpm) durante 5 segundos. Este proceso se reahzo dos veces

mas, utilizando 0.5 ml del amortiguador de baja sal y tubos nuevo
El RNA poh A(+) se eluyé de la resina de* la‘ gun

que contiene el RNA poli A+. La columna se lavo con ‘0.2

a 65°C y se repitio el procedimiento anterior.

cuarzo se leyd la absorbancia a A=260 nm .y A.=280 nm.v
calculé utilizando la férmula:
1 D.O.260 = 40 ng RNA/ml
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4.10 Amplificacion ripida de extremos 3° de cDNA (3'RACE).

La técnica de 3' RACE mcluye los procesos ‘de:"a) simesns de cDNA a partir de
RNA poli A+, b) amplificacion del extremo 3’ del cDNA del },en a estudiar mediante PCR
y ¢) clonacion del producto de PCR purlfcado ;

a) Sintesis de cDNA de 7. vaginalis. RN R
Se utilizaron 500 ng de RNA polia A+ de 7. 4va‘gina1is en un volumen de 25 pls; se

agregd 1 pul (10 picomoles) del oligonucleétidé'Al"’,f (ddg)plér‘primer): i L

[5'GGCCACGCGTCGACTAGTACT’N’TW’]"TTTFT’I’P—T], se incubé - a 70°C

durante 10 min y se colocé en hielo durante. I min. Se agregaron 4 ul de amortiguador‘ l‘OXv -

Expand HF (Boehringer Mannheim), 2 ul de dNTPs 10 mM (Gibco BRL). 4 pl de MgClz

25 mM (Boehringer Mannheim) y 4 ul ‘de DTT 0.1M (Amersham Life Scnence), se rnezcl" S o

y se preincubd durante 5 min a 42°C; ‘se adicioné 1 nl de enzxma transcnptasa reversa" -

(200u/pl, Superscript 11 BRL) y se incubé durante ‘50 min a 42°C La enznma se mactlvo

durante 15 min a 70°C, Posterlormente el RNA se de&,rado con 1 p.l de RNasa’ H (l s u/p.l Sl

Stratagene) a 37°C durante 10 min.

b) Amplificacion de los extremos 3' aé cDNAs de CAT por medio de PCR.

En un microtubo’de 0.5 ml para PCR se colocaron 4 ul de cDNA de'7: vagmall\
(inciso a) 5nl del amortiguador Expand HF 10X, 3 pl de dNTPs 10 mM (Glbco BRL) 6'ul
de MgCl; 25 mM, 27.5 ul de agua bldesulada, pl “o pxcomoles) del ollgonucleoudo
AUAP-B [5'-GGATCCGGCCACGCGTCGACTAGTAC-3‘], ’2' e (40 plcomoles) del
oligonucledtido CAT1!10 [5'—CACATTCTTGCCCGCCTG-3'] 0 5l de la enzxma Expand
High fidelity PCR system (3.5x10* u/ml) La reaccién se llevo a cabo en un volumen total

de 50 ul y consistid de 30 cnclos de 1 mm de desnaturahzacnon 94°C :2-min.. de

acoplamiento a 42°C y 3 min. de exten non a 72°C,0
72°C. o .

vde extension a

Para realizar una- se&,unda ampl:t‘ R 'anidado. o

“nested™), se colocaron O ul d l_"p:r ducta dePCRd

\ primera ampli léaciéh, s );Ll de

34



amortiguador Expand HF. 10X (Boehringer Mannheim), 3 pl de dNTPs 10 mM (Gibco,
BRL), 6 ul de M&Cl; 25 mM (Boehringer Mannheim), 31 pl de agua bidestilada, 2 pl (40
picomoles) - del ollgonucleotldo AUAP-B [5‘-GGATCCGGCCACGCGTCGACTAGTAC-

37 2nul (40 pICOmoles) del oligonucleotido CAT 11 [5'- GAGCTGGTGATATGGGAT-B']

s la enznma Expand High fidelity PCR system (3.5 x 10%> u/ml). La’ reacc:on se
de

‘en un volumen total de SO ul y consistié de 35 ciclos de |1 min

desnaturahzacuon a 94°C, 1 min de acoplamiento a 55 °C y 1 min "de extensnon a 72 °C,

seg,uxdos por 5 min’ de extensién a 72 °C.

El producto de PCR se analizé en un gel de agarosa al 1% en amortlguador TA.E 1X
pH='8 (40mM Tris-acetato, ImM EDTA). La banda del tamaiio esperado se cortd.y se :
puriﬁc6 mediante un kit comercial (Quiagen), de la siguiente manera: Se peso el fragmento
de gel y se colocé en un tubo eppendorf de 1.5 ml, sele agregd 30 pl del amomguador'
solubilizador de gel L1 por cada 10 mgdegel,y Ipldela resina de silica por cada 10 mg
de gel. Se incubaron a 50°C por 15 minutos mezclandose en vortex cada 3 minutos hasta Ia'
disolucién del gel; a continuacién se incubé 5 minutos mas - sin mezclar en vonex Se .
a 12,000 rpm por 30 segundos, se descartd el sobrenadante, y la lfesma se

centrifugd
por cada 10 mg de gel. Se centrifugd a 12,000

resuspendio en 30 pl del amortiguador L1
rpm por 30 segundos y el sobrenadante se descarto. La resina se resuspendio en 30 ].l.l ‘del -
ameortiguador L2 (que contiene etanol) por cada 10 mg de gel, se centrifugd a 12,000 rpm.
durante 30 segundos, y el sobrenadante se descartd. Se repitio el Gltimo pasé; ‘se
removieron los restos de etanol que pudieran quedar y la resina se dejo secar al aire.”
Finalmente la resina se resuspendié en 20 pl de solucién TE y se incubd a 50°C durante 5
minutos, mezclandolo una vez durante la incubacidn: se centrifugd a 12,000 rpm durante 30

segundos y se recuperd el sobrenadante que contiene el DNA.

C) Ligacién del productos de PCR en el vector TOPO (Invitrogen).

La clonacion en el vector TOPO se basa en la reaccion que se lleva a cabo entre la enzima
topoisomerasa I del virus de la Vaccinia y el DNA del vector plasmidico, la enzima corta
después de la sebuencia 5'- CCCTT de cada una de las cadenas de!l DNA (en este sitio se

ligara el producto de PCR) y se forma un enlace covalente entre el grupo3’ fosfato del sitio
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de corte y el residuo de tirosina (Tyr 274) de la topoisomerasa. Este enlace es atacaqb por
el grupo 5° hidroxilo de la cadena . de DNA liberando a la enzima, ‘haciendo éfcieme la
clonacién  del producto de PCR con - el .vector. Se puede transformar en celulas

quimicamente competentes o bien en células electrocompelentes. El vector TOPO t ne en'

su genoma al gen ccdB que es un gen letal de E. coli, este gen, ‘esta umdo al'c termmal delg :

fragmento LacZo y al ligarse el producto de PCR se |nh|be Ia cxpr

permitiendo crecer Gnicamente a las colomas recombmantes represen

una gran alternativa para la clonacidon de productos.

ligacion. Posteriormente se agregaron 2 il de la reaccion anterio‘

compelentes (E.coli, ya incluidas en el th) mezclandose hg,cramen




las clonas positivas. La transferencia de colonias a filtros para hibridaciéon se hizo de la

siguiente manera: P
Se cortaron filtros de nitrocelulosa del tamafio de:la base de la caja petri ; se colocéd un
filtro sobre una caja petri, evitando que quedaran burbujés de aire, durante un minuto sobre
las colonias parchadas; se marcaron los filtros con tmta para saber su orientacion. Los
filtros se transfirieron sucesivamente en las s:gunenles soluciones: SDS al 10% (5 min),
NaOH 0.5 M (Smin), NaCl 1.5 M (5 min). Los‘filvtros se~d_eJaron secar a temperatura

ambiente por 1 hora. Posteriormente se fijé el DNA utilizahdd una energia de 120,000

pl/cm? de energia UV en un equipo UV crosslinker‘v(S'tr‘at;ige'h:e)‘ "A continuacién los filtros
se lavaron con una solucién SXSSC, .. 0. S%SDS y ]mM EDTA. para . eliminar

completamente los restos celulares. Se dejan secar los fltros por aproxnmadamente 1 hora

a temperatura ambiente,
Se prepararon 15 ml de la solucion de prehlbrldam n de la sngmente forma:

-1ml de Tris 50 mM pH=7.4
-2ml de solucion Denhardt’s 5X (ver apendlce D)

-10 ml de formamida 50%

-2 ml SDS 1%
-5 ml SSC 5X ( partiendo de una solucxon SSC 20X ver apendlce D) ;
I'de la solucnon de prehnbndacnon en

Los filtros se prehibridaron durante dos’ horas“ n‘10

un horno de hibridacion (Amersham Llfe Sctence) SR
se preparo de la’ s:gulente manera: ul utilizando el kit

La sonda para hibridar los f‘ltros.
comercial Rediprime™ 11 (random pnme blabelh 13 syst =m) [Amersham pharmacm biotech],
'on +TE, se ‘desnaturalizan por

105 ng de DNA se llevan a un volumen de . 45 ;,zl
calentamiento a 95°C durante 5 -minutos én’un bafio’ de agua hirviendo, se pasan a hielo

durante 3'y se centrifugan a velocidad maxn_ma en mlcroﬁaga por 30 segundos.

El DNA desnaturalizado se . agregé al tubo  de labelling mix mezclindolo
suavemente hasta que el color fue uniforme, se centrifugd nuevamente a la misma
velocidad y se agregaron 1.5ul (15nCi) de a[**P] dCTP homogeneizando perfectamente.
La reaccién y se incubd por 10 minutos a 37°C. Se pard la reaccidn agregando 5 ul de

EDTA 0.2M, posteriormente sele agregaron 50ul de solucién TE; se paso esta mezcla por



una columna de sephade:& G50  para quitar la marca radiactiva libre, no incorporada a la
réaccién" ' ‘

La :onda se desnaturahzo con 10 pul de NaOH 3N duranteS mmutos a temperatura
amblente se transfno a hielo con agua y se neutralizé con 10 pl de HCI 3N y Sul de Tris

M pH-74 La sonda. desnaturalizada .se -mezclé los 5 ml,

preh|bndac10n
La solucién de prehibridacion de los filtros se desecho yia ‘los ﬁltros se les agrego
iempo equlvalente a2

los 5 ml de la sonda radiactiva. Los filtros se hibridaron durante un
Cot 1/2 donde Cot 1/2 = 2(1/X) (Y/5) (Z/10); X= Peso en ug de la sonda;

de la sonda y Z= volumen de hibridacion en ml.

= tamafio en kb

los mismos medlant

amplificacién de

Reaccion Forward (F).

Para cada clona.

,es/,ul) [5. GAGCTGGTGATATGGGAT 3N
29.8 ul de H:0

MgClz 25 mM. 2 ul oligo CAT l] (20 pico
2l oligo forward (20 plcomoles/p.l) [5'GTAAAACGACGGCCAGT3 '
bidestilada estéril,y 2 ul de la enzxma Taq pohmerasa (3. 5 x'10% U/ul)
Reaccién Reversa (R) para cada clona. .

En un microtubo de 0.5 m! se colocaron 0.2 ul de una mmlpreparaélon de plasmldo
5 ul del amortiguador PCR ‘10X, 3 ul dNTP’s 10 mM, 6 pl MgCl, 25v mM, 2 ul oligo CAT
11 (20 picomoles /1l) [S ' GAGCTGGTGATATGGGAT 3'], 2 ul oligo reverse (20
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picomoles/pl) [S' GGAAARCAGCTATGACCATG 3'1, 29.8 ul de Hz0 bidestilada estéril,
y 2 uldela enzima Taq pollmerasa (GibcoBRL )[3.5 x 10* U/pul].

Para el control posmvo se coloco en un microtubo de 0.5 ml 0.2ul de una minipreparacion
de plasmldo de lq clona 2, 2.5 pul det amortiguador para PCR 10X, l.S pl dNTPs 10 mM, 3
pl MgClz '25‘1rﬁM 1. p,l ohgo reversa (20 picomoles/ul), 1 pl del oligd forward’ 20
picomoles/ u.l), 15 nl de H>O bidestilada estéril y 1 ul de la enzima 'I‘aq pohmerasa (GleO
BRL){3. 5\:103 U/u.l] mientras que para el control negativo se colocé en ‘un mlcrotubo de »
0.5 ml 5 ul del amortiguador para PCR 10X, 1.5 pl dNTPs 10 mM 3 ul MgCIz 25 mM 1
ul oligo CAT11 (20 picomoles/ul), 1 nl del oligo forward (e plcomoles/ pl) 5 u.l de HzO o

bidestilada estéril y 1 ul de la enzima Taq polimerasa (Gibco BRL)[3 5xlO"'
Las reacciénes se llevaron a cabo en un volumen total de 50 wly consns eron en 30 Ci los

de | min de desnaturalizacién a 94°C, 2 min - de acoplamlemo a 42°C v 3 min de extensufm

a 72°C, seguidos por 5 min de extensidon a 72°C.

Los productos de PCR se verificaron en un gel de agarosa al l% el

se corrio a 80 volts/ 1 hora.

4.13 Sccuenciacién de DNA .

Se utilizé el procedimiento de secuenciacién mediahte

la cadena con dideoxinucledtidos descrito por Sanger (Sanger

estériles, al tubo se asregaron 750 m apro madamente de sebharosa CL6B (Pharmacia) y

se centrifugd a 3,000 rpm durante 3 min ldentro de un mlcrotubo de 2 ml. Se cambio el

tubo donde se recibe la muestra. pomendo un mlcrotubo hmplo de 1.5 ml, enseguida se

agregd la muestra de DNA desnaturallzado a la columna y se centnﬁxso en las mismas



condiciones. Posteriormente se procedid al acoplamiento del DNA con el oligonucledtido:
en un microtubo limpio se colocaron 8 pl del DNA neutralizado - (recuperado de la
columna), 1 ul de oligonucledtido (10 pg/ml) y 2 ul del amortiguador de Sequénasa SX y
se incubo a 37°C durante 15 min. Mientras tanto, en un microtubo "de 1.5 ml se prepard una
mezcla que contenia 5.6 ul del amortiguador TE, 1.1 ul de 0.1 M D'l’l‘ 0. a5 ul de mezcla
de marcaje (dGTP), 0.3 ul de la enzima Sequenase 0.5 ul de ?’S dATP (Amersham".
Pharmacia) y 1 pl del amortiguador de dilucion de la enzima. En una cajna para secuencxa, :
(Nunclon) se alicuotaron 2.5 ul de las mezclas de terrnmaclon ddNTPs (ddA.’ :
ddC,ddG,ddT), en cada pozo por separado y se incubdé a 37°C. Por otra pane. a l»os tubos«v
que contenian el DNA y el oligonucleétido acoplados, se agregéron 8 ‘p.l‘ dé'labm‘ez'c‘lé'qdé
contiene la enzima Sequenasa y el **S dATP para que iniciara la reaccién ae marcaje y se
incubd a temperatura ambiente durante 3 min. Para la extension de la sintesis de las céVdenasr ’
de DNA y su terminacion especifica se pusieron 4 ul de la reaccién anterior en 'cad;'ln pozc; :
de la cajita de secuenciacion (ddA, ddC, ddG, ddT) y se inﬁubaron a 37°C durante 3 mm :
Finalmente cada reaccién se detuvo con 4 pl de la solucion de terminacion y se coloc6 1
caja con las reacciones a -20°C para ser utilizada al d|a siguiente. Antes de colocar" las
muestras en el gel de acrilamida-urea (ver apendlceC) se desnaturallzaron coloca dolas‘

sobre un termoblock a 80°C, durante 2 min.' y despues se colocaron mmedlatarneme sobre'- :

hielo.

Las muestras -se analizaron"por"‘ is en. geles de acrllamxda-urea 6%

constantes Se utlllZO un aparato de‘

secuenciacién Modelo S (Llfe Tech o]ogle GIBCO BRL.) Las muestras . s ul) ﬁJeron‘
|das de 2y 4 hrs ‘El gel se seco en el aparato Savant

(apéndice C) y amomguador TBE lX a

colocadas en el gel éri tlempos de co
GDS100 Gel Drymg_, System (Amersham) y se expuso durante 48 horas en un cassette con

pelicula Kodak.
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5.1 Funcionalidad del vector de expresiéon pAC22CAT-1
En el laboratorio de la Dra. Imelda Loépez se han construido vectores para la
expresion de genes reporteros en 7. vaginalis. En este tfabajo ‘se utilizé el vector
pAC22CAT-1, que contiene al gen reportero car ﬂanqueado por las reglones regulatorias 5*
y 3' de un gen de actina (ver fig 6).
En un reporte previo( Jonson, y col. 1997), el g,rup > de’ la Dra P. Johnson reporté la

expresion de CAT en 7. vaginalis --en un vector de. expresnon que uuhza las regiones
s (a-SCSB) ‘Ese grupo reportd que la

promotoras del gen endogeno a-succin Co

ectroporacuén

El primer objetivo. de es {
transfeccion de 7. vagmall_
transfeccion en donde se pueda c
pAC22CAT-1. L En

5.1.1 Optimizacién de Ias ‘condi m:s de electroporacion de 7. vaginalis.
En el electroporador BTX (BTX electroporation system, electro cell mampulator
600) se probaron las siguientes condiciones de electroporacion, segan el ensayp dgscrlto

(seccion 4.5):

ng de DNA plasmidico - | Volts | faradios
10 sl | 360 1500

25 -] 360 1500

50 360 1500

50 300 960

50 300 1500

50 360 960

Después de la transfeccién, los cultivos se incubaron. dura'nté 22 horas, y se midid la
actividad de CAT en el extracto proteico. Los resultados se muestran en la figura 7. Como

se observa en la grafica, la mayor eficiencia de transfeccion (100%) se logrd con 50 ug de
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plasmido, 1500 uf y 360 volts. Estas son las condiciones que se utilizaron en los

experimentos subsecuentes.

100.0%

% de ja actividad de
CAT.

HH . . .
X 25u9. 10mg. 50u3. | S0M9. S0,
1500l y | 1500uf ¥ [ 15001y | 960wl y | S60mly |150QM!y
asov 260 v 360v 360 v I 300v 360v
[osener]| a80% [8620% [2550% | 990% 1890% | 7 10% 100%
Condiciones experimentalas.

TE
control (-}

Figura 7. Actividad de CAT en extractos p;‘;—t:eicos de cultivos de 7. vaginalis

transformados con el plasmido pAC22CAT-1 bajo distintas condiciones de electroporacion.

5.1.2 Detecciéon de ia actividad enzimsitica de CAT.

Para determinar el tiempo post-transfeccién en donde se lleva a cabo la mayor
expresion de CAT, se midié la actividad de esta enzima a las 3.5, 21.5, 25, 29 y 48 horas
post-transfeccion. Los resultados se muestran en la figura 8. Se observa que el pico de
expresion de CAT se da a las 21.5 horas post-transfeccién. Sin embargo, ya que el valor
miaximo observado en este anilisis fue la primer medicién que se realizo, se decidio llevar a
cabo una cinética de la actividad de CAT tomando muestras a tiempos menores de
recuperacion después de la electroporacion. Los resultados se muestran en la figura 9, en fa

que puede verse que el pico de actividad de CAT se detecta a las 22 hrs. post-transfeccion.
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Figura 8 Ensayo de la actividad de CAT a distintos tiempos post-transfeccién.

Actividad de CAT [cpmiug de proteina/t
estracto/thr de ingubacion]

o S 10 15 20 25 30 35 a0 45
Tiempo {Horas post-transfeccion)

'
Figura 9 Ensayo de la actividad de CAT a distintos tiempos post-transfeccién; el error
estandar se muestra para cada punto.
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Con los ensayos anteriores se demostrd que el vector de exprcs:on pAC22CAT-1 es
funcional; esto es, al introducir este vector en 7. vagmalls‘ medlame electroporacion, el gen
cat se transcribe y se traduce en este parasno y el producto pro!eu:o (CAT) posee actividad

enzimatica.

5.2 Determinacién del sitio tos del gen reportero car

expr fo en T. ,,' lis.- -
Uno de los ObjethOS de est sitio de poliadenilacion de los
or pAC22CAT-1. Este analisis

permmra determmar si la reglon actina es capaz de dirigir el

procesamxento (pohademlaclon) d ljepbrtero de manera analoga al

procesamlemo de los transcrltos de acti

Con este fin se llevd a’

o_S‘éxtremos 3*' de cDNA de cat, asi

como la clonacion y secuenciacié

5.2.1 Amplificacion de Ia regién : |
Como se describio en la seccmnA 4.
rapida de los extremos 3’ de cDNA (3 RACE) Este proceso

En la primera ronda de amphf'camon de:los
producto de PCR que se obtuvo muestra varias Baﬁda_s 'las
corresponden a 500, 1000 y 2000 pb aproximadamente; |
es de 480 pb lo que coincide con una de las bandas (ﬁ

En la segunda ronda de ampliﬁcaciéh"(PCR

amplificacion mas definidos y de tamaiio- similar a

amplificacion. Para saber cuales productos de amphﬁcac

un andlisis por Southern blot en donde- los prod amp |ﬁcaC|on por: PCR se

hibridaron con el fragmento de 420 pb EcoRl/S 13 de p mldo pAC22CAT-I (fg 6), que
) El resultado de la hibridacién mostro

contiene el fragmento 3 del gen car (f&,ural
que las bandas de —~480 pb v —420 pb (del : pnmerysegundo PCR’s respectivamente)




comresponden a cail; el resto de las bandas pueden ser el resultedo de

amplificaciéon
inespecifica.
1. SIntesis de cDNA
5o AT mRNA
T 8 AT G T F UG S Ougo AP
| Trrmcrpiaea oversa
L eRTG AARARAAAAARARAANAN  2° mMRNA
- PRI T T I T T T T P T T TS ATGAT A F T IGUT AT 14 eDnA
2. Degradacion del RNA l rnasan

ae

TTTTTTTETTTTTT CITCAT GAT S AGETUCGCADIUG b

3. PCR inicial para amplificar cat

Oigo cat10
£r —2r 3
ar TTTTTTTTTITTTI TTTCATCAT SAGTTGOGCARSGE 5°
l < W CATOATCAGOT GORCATCS 5 OlOALAPD
4 . PCR anidado (Nested PCR) para cat
Cugo cat11
Ge~—2 3°
ue ARAARAAAAPAAAAAAAGTACTAGTEGAIGIGTG UICGGATIC 3¢
ka4 TTTT T T I T T TT T TT T T T CAT GAT IIAGC TGO G AU GG AT H
¢ € 3" CATGATCAGOTGOGCACOGITTATG L Otipo AUAP.B
R ' A STACTAGT JGACGEGT G
5. Clonacion { - ARAAANAAARRANARATTACTAGT HACEOT G

T T TT T T T TT TTTE TT O AT AT TAGT T W T ALY

Figurma 10. Esquema del proceso de amplificacién ripida de los extremos 3° de cDNA
(3’RACE).




Kpb 1 2 3 4

43—

2.3
26—

05—

Figura 11. A) Gel de agarosa al 0.8%% corrido por 1 hora a 80 volts, y teiiido con bromuro
de etidio. Carril M: marcador de peso molecular (A Hind 1I1); carril 1: fragmento de 420 pb
proveniente de la digestion del vector pAC22CAT-lcon EFcoRl y Sstl utilizado como
sonda para cat (muy tenue); carril 2: digestion pAC22CAT-1/EcoR | carril 3: producto del
PCR inicial; carril 4: producto del PCR anidado (nested). B) Southern blot dei gel
presentado en el panel A. Sonda: fragmento de 420 pb EcoRI-Sstl del gen cat.
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5.2.2 Clonacioén de los productos amplificados por 3' RACE y analisis de las clonas.

La banda de 500pb del PCR anidado (Nested), se purificé mediante gel dc agarosa y
se ligd con el vector TOPO; se obtuvieron 13 colonias. En una reaccién independiente se
ligd el producto completo del PCR anidado con el vecor TOPO, y se obtuvieron de esta
reaccién 189 colonias.

Las colonias transformantes (TOPO3'CAT) se parcharon en cajas de LB +
kanamicina, para posteriormente hibridarse con una sonda homédloga de car, y asi
identificar aquellas que contenian sccuencias relacionadas con cat. De esta hibridaqiéh se
tuvieron 95 clonas positivas: 84 provenientes del PCR Nested y 11 proveni:t!riiés del 'inrsér:toi
de 500 pb. Un ejemplo de la seiial de hibridaciéon que se obtuvo se muéstré enla ﬁgura 12,

Figura 12. Sefiales positivas obtenidas para las clonas TOPO3*-CAT.
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De las 95 clonas positivas se seleccionaron 6 clonas al azar para ser analizadas y
posteriormente secuenc:adas ‘se . seleccionaron  las siguienteé' clonas: 2TOPO-3'CAT,
STOPO-B'CAT 1 lTOPO-3 CAT, 16TOPO-3'CAT, 24TOP0-3 CA’[‘ ¥ 36TOPO-3* CAT.
Las clonas 2, 8,.y 11 provienen del producto de 500pb’ pu ficado y clonado en el vector

TOPO. Las clonas restantes provnenen del producto ‘de' PC

Forward [5'CTGGCCGTCGTTTTAC3 '}
[5'GCAGGAAACAGGCTATGAC3 ].

que

solamente una de las combinaciones de los ohgonucleoudos gen

amplificacion esperado que es de ~500 pb ( figl3).

Ovrientacién 1
cATI1

5 cat > - 3

—_——) f—
Cligo Reverse < Oligo Forward

- CAT11+ 0. Reverse = No hay amplificacion CAT11 + O. Forward = Ampliﬁéaclén

Orientacién 2

(CATH
/‘ . .
5 cat 3
o ™~ = «—
Oligo Reverse ; L Oligo Forward
CAT11 + O. Reverse = Amplificacién :.7 7" CAT11.+ O. Forward = No hay amplificacion.

Figura 13. Orientaciones posibles del gen cat en las clonas TOPO-3'CAT.
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Los resultados se muestran en la tabla siguiente:

CLONA OLIGOS: OLIGOS ORIENTACION

M13 FORWARD + M13 REVERSE +

CAT11 CATII
2TOPO-3'CAT Varias bandas Varias bandas
8TOPO-3'CAT Varias bandas Varias bandas, entre ellas 2

una de 500 pb

11 TOPO-3'CAT |No se obtuvo producto No se obtuvo producto ?
16TOPO-3'CAT [ Varias bandas Banda de 600 pb 2
24TOPO-3'CAT | Varias bandas No se obtuvo producto 1
36TOPO-3'CAT | Varias bandas. Banda de 500 pb 2

5.2.3 Secuenciacién de clonas TOPO3'CAT.
El hecho de conocer la. onentacufm de los insertos ‘(secc.5.2.2) nos permitid
seleccionar el oligonucleétido aproplado para llevar.a cabo la reaccién de secuenciacion.
lona 2TOPO-3'CAT se observaron varias bandas

Cabe mencionar que debido'a que conla
de amphfcacnon por PCR con” mbas combmactones de oligos, se decidié secuenciarla por

los dos extremos, es’'decir, s o con el ohgonucleotldo Forward como con el

Reverse. S
oligos que se muestran a continuacién, segun el

‘clona 11 TOPO3'CAT no se secuencié debido a

m, ficacién por PCR, como se seiialé . en la seccion

Las clon'as‘

anterior.

En la f'g,ura I4 se* muestra ] jempl,c;idgltxiprbgde sefial v.o‘btenir.jla;, en _el proceso de

secuencmmon
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Clona 2TOPO3'CAT: ambos oligonucledtidos (Forward y !‘{evcrse)A
Clona 8TOPO3'CAT: oligonucledtido Reverse

Clona 16TOPO3'CAT: oligonucleotido Reverse

Clona 24TOPO3'CAT: oligonucledtido Forward

Clona 36TOPO3'CAT: oligogonucleétido Reverse.

5.2.4 Secuenciacion y an:lisis de las clonas TOPO3'CAT.
La secuencia de cada una de las clonas se presenta a continuacién, En algunos casos

se muestran bases entre paréntesis debido a que la sefial en la autoradxografa no fue ‘muy |
s mbolo en

clara y no se pudo asegurar la presencia o no de esa base. Por otra part ‘un

diagonal significa que en esa posicion no se pudo definir cual- de” las'dos bases esta'~

presente. Las bases subrayadas pertenecen al vector de clonacion (TOPO)

1.-Clona 2TOPO-3"CAT (Forward): 158 pb.
5’ AATGCTTAATGTTAAACAGTACTGCGATGAGTG (G) CAGG (G) CGGG (G) CGTAAGAG
TTTCGGTATAATATATTTCAAAAAAAAAAAAAAGTACTAG (T/C) CGACGCGTGGCC G.
TCTGCAGNATCC (A/T) CACACTGGCNG3 :

Esta sccuencia corresponde al extremo 3° del cDNA de car.

2.-Clona 2TOPO-3'CAT (Reverse): 240 pb.
5’ GAACGCCGCCAGTGTGCTGGATATCTGCCCTTGTAG (C/T) GGTGTATAGGGATAGTGTTCACC (c/ T) 'r'r
GACACCGTTTTcCATGAGCAAACTGAAACGTTTTCATCGc’rc‘rGGATGTGAATACCACGACGATCGCACTC &y
/A) CACA (A/T) (A/T) TCGTCAANTGTGTGCGGTACGTGAACTGE (A/T) TTC (A/T)AGGTATGAGA (A/T
TGTCGCTGCACTCCACT (C/A) CGT (G/A) TACGGCAATT (A/G) CAC (C T) (C/T) CGT CATGAT (A/T

Y (A/TIGG(A/C)G3’
Esta secuencia corresponde al extremo 57 del cDNA de car.

3.-Clona 16TOPO-3'CAT (Reverse): 166 pb.
5’ ATGCTCATGCTGGCAGAATGCTATGATTACAACAGTACTGC (G/A) TGAGTGCAGGGCGGCGTAAGAGCTC

ACTTAAACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAAAAAAAAAARAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCGGA
ATCCAAACGCAAATCCATGGGTGCGGCTAGTCCGCEG3” -

Esta secuencia corresponde al extremo 3” del cDNA de car.
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4.-Clona 24TOPO-3"CAT (Forward): 168 pb.

5 TCCAGCTACCTCCACAACAGCAGGATATGCACCACCACCACAGGCTATGCAGCACCTCCTCCTGGATCCCA
GCAACCACCGCCCAAAATGCAATGATCTTATTTTTTTCTAAGTTCAACT TCTAAACGATTTTTAATTACCACA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAS’

Esta secuencia no corresponde a car; sin embargo la secuencia contiene el extremo 3° de

un cDNA de 7. vaginalis, por lo que se decidié analizar si las sefiales propuestas para la

poliadenilacion estan presentes en esta secuencia.

5.-Clona 36TOPO-3'CAT (Reverse): 185 pb.

5° GTAGTACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATCACAAACTTCATGATGAACCTGAA
TCGCCAGCGCATCAGCACCTTGTCGCCTTGCGTATAATATTTGCCQ\TGGTGMAACGGGGGCGAAGAAGTTG
TCATATTGGCCACGTTTAAATCAAACTGGTGAACTCACCAS”

Esta secuencia corresponde a cat, pero el extremo 3° del cDNA no pudo ser leido y por lo

tanto no se muestra la region 3'UTR.

6.-Clona 8TOPO-3"CAT (Reverse): 241 pb.

5 ' GCCAGTGTGCTGGAATTGCCTTG LAGCTGCTATAGGGTAAGTGTCACCTGCATTGTTA(U\CCGTTCTAGGA
GCAAACTGAAACGTCATCGTGCTGGAGT GAATACCACGACGAT CGCGAGTCATCACAATATGCAGAGTGCGTG
TACGTCAAACTGCATTTCTAAGG’I‘ATGAGAATTGTTTCGNTCAGCATC’I’GTGAGTACAGTTGATAACGTGCAA

TTGACACTCTGCGTACATGCAATT 3"

Esta secuencia corresponde al extremo 5° del cDNA de car.
Clona2TOPO-3"CAT:
AT (forward) que !

Las secuencias que se analizaron fueron
(forward), clona 16TOPO-3"CAT ‘(Reverse) .y clona
conticnen los extremos 3'UTR. -Las secuenc:as ntenores s
parental del plasmido pAC22CAT-1 (fg 6). En Ios alme
figura 12, el coddn de paro de la traducclon de at Q
por la secuencia - GAGCTCACT que une a este ben con la reg,lori 3' UTR de actina, La region

ientos ‘que se muestran enla

encuentra subrayado y seguido

3’UTR de actina contiene el codon de paro de actma (en negritas, TAA) que forma parte de

la sefial de pohademlacnon (TAAAa). La senal propuesta como sitio de corte y procesamiento

1)
“

linearon:con:la“secuencia: .



(PyYd (A),-2AAUU) esta presente en la secuencia parental. El nucledtido en doble subrayado

es la Oltima base que se identifica en el cDNA antes de la cola de poliA.

T. actina 5’ ...CACCGCAAGTGCTTCTAAACAATTTCGGTATAATATATTTGAARAAAAAARRAAAA . - - 3*
PAC22CAT- l, 5’ .. .GCGTAAGAGCTCACTTAAACAATT TCGGTATAATATATTTGAARATTAACTAACC. . .3
Clona2:  §’...GCGIAAGAGCTCACTTAAACAATTTCGGTATAATATATTTGAAAAAAAAAARAAA. - .3
Clonal6 5’...GCGTAAGAGCTCACTTARAACAATT TCGGTATAATATATTTGAAAAAAAAARARAAA . - . 3
Clona2$ 5'.. .TCTAAG'rTCAACTTCTAMCGI\TTTTTMTTACCASAAMAAAAAMMM. -3

Figura 12, Secuencias TOPO3’CAT alineadas y comparadas con la secuencia’ de un
transcritode actina y con la secuencia del plasmido pACZZCATV—lb’do'nde seﬁobserva
subrayado el codén de fin de la traduccién de car, en negritas se muestra la ‘sefial de
poliadenilacion propuesta en 7. vaginalis (‘Taaa) que incluye al codén de'pafo de aétina, y

con doble subrayado se muestra el Gltimo nucledtido antes de la cola de poli' A’s.

Al comparar las:- secuencias de cDNA de las clonas 2.y.-16 deréDNA- de cat, se

observa que éstas’ almean exactamente con la secuencia parental del plasmldo pAC22CAT-

1, y se pohademlan en el mismo sitio que actina. Este resullado mdlca que la’ secuencia

En cuanto a’ la secuencia de la clona 24TOP03' os que este cDNA

no corresponde al gen car. Esta secuencia se’ anahzo con'e programa BLAST, y no se

encontré similitud significativa con alguna protema reportada Ya que esta clona pertenece

3 regxon 3 UTR En la secuencia existe una

a un cDNA de 1 vagrinalis, se decidié analizar |

cola de poli A’y estan presentes dos codones. de paro de la traduccién, cada uno en un
marco de lectura distinto, por lo que anallzamos los tres marcos de lectura con el resultado

siguiente:
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El primer marco de lectura no es el utilizado pues no hay codén de término de la

traduccion (fig 13).°

57 TCCAGCTACCTCCACMCAGCAGGATATGCACCACCACCACAGGCT}\TGCAGCACCTCCTCCTGGATCC
s S--Y L HI= N: : TG ¥ A A P P P G S

CAGCAACCACCGCCCAAAATGCAATGATCTTATTTTTTTCTAAu1 TCAACTTCTAAACGATTTTTAATTACCA
Q Q P P K M 5 ‘L%. 8 T S K R F L I 'T

CACCTCCTCCTGGATCC
LD P-

Figura 14. Segundo marco de lectura de la clona 24TOPO3'-CAT. Se muestra subrayado el
codén de término de la traduccidn , en negritas’ 1a seflal de poliadenilacién propuesta y con
doble subrayado el nucleétido (plrlmldma)_;antes de'la cola de poliadenilacién.

w
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En el tercer marco de lectura encontramos el codén de paro de la traduccién (TAa)
que forma parte del tetranucledtido Taaa propuesto como sefial de pdliédenilacién en 7T
vaginalis, y se encuentra a una distancia de 16 nucledtidos del sitio de corte; esto
concuerda con la propuesta de que la sefial de poliadenilacion se encuentra de 11 a 30 nt

rio arriba del sitio de corte (fig 15).

5 ' TCCAGCTACCTCCACAACAGCAGGATATGCACCACCACCACAGGCTATGCAGCACCTCCTCCTGGATCCCA
Q L P P ¢ ©Q Q D M H H H H R L € S T S S W I P

GCAACCACCGCCCAAAATGCAATGATCT TATTTTTTTCTAAGTTCAACTTCTAAACGATTTTTAATTACCALA
A T T A Q N A ™M I L F F s K F N F Yo m e 3'UTR-——=~

AAAAAAARAAAPPAAPAAAPARAAARL 3

Figura 15.Traduccidén del tercer marco de lectura de la clona 2dTOPO3'-CAT. Se muestra
la seifal de poliadenilacion propuesta en 7. vaginalis TAAA en negritas, el codén de
término de la traduccidn subrayado, y con doble subrayado el nucledtido (pirimidina) antes
de la cola de poliA.

Para tratar de determinar si el segundo o el tercer marco de lectura es el utilizado,
se analizd la frecuencia de uso de codones preferentes para 7. vaginalis en cada uno de los

tres marcos de lectura. El resultado se muestra en la siguiente tabla:: ;

Rclacidn.

Marco de lectura

# de codoncs
preferentes de

# de codoncs totalcs
leidos cn Ia

Pr&l‘crcn_ncsl totalcs.

7. vaginalis secuencia,
Primcro 17 E 0.33
Scegundo 36 47 0.76
Tercero 38 £l 0.76
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El se;,undo y tercer marco de lectura tienen la misma frecuencna de uso de codones
preferentes para 7 vagmaln por lo tanto con los datos anteriores no puede determmarse

el marco de lectura de esta secuencia, y se debe secuenciar la clona en su totahdad para

dezcrmmarlo. L el ; B

funcional en los dos casos antenores.
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1.-Se establecieron las condiciones experimentales para la transfecclon y expresnon

Sptima de la enzima Cloranfenicol acetil transferasa en 7. vagmall.s E tas condlcuones son:
50 pg de DNA plasmidico (pAC22CAT-1), 1500 p.f y 360,volts 'y~Aun Ynempo de

recuperacion de 22 horas post-transfeccion.

2.- Para determinar si la region 3’UTR de un gen de actina contiene las seﬁales que
dich: reglon con el

dirigen el procesamiento y poliadenilacion de los transcntos,

gen reportero cat. Los resultados muestran que la reglon 3 UTR capaz. de dirigir el

procesamiento y poliadenilacién de los transcritos de cal y este. procesamlento se lleva a
n a_]eros de actina. Por

cabo en los mismos sitios en donde se procesan
lo tanto, la region codificadora no parece estar mvolucrada en el procesamlento de los

transcritos.

Perspectivas.
Ahora que; ‘se cuenta con el modelo de el gen reponero car fusionado a las regiones

5" y 3” de un’ gen de actina; sera necesario - realizar el analisis” funcional de las sefiales
propuestas para la poliadenilacién y. el procesamiento. de transcritos en 7. vaginalis. Se
contempla mutagemzar estas seﬁales y evaluar 1a actividad del reportero, el procesamiento

de los transcntos y el sitio, de pollademlacmn de Ios mismos.
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SAPENDICES.



APENDICE A

MEDIO DE CULTIVO PARA ;"I'rir.'vhr)munas veaginealis.

MEDIO TYM (Trypiidéée-yeést extract-rﬁaltose).

Composicion:

Triptona : : ' 10.0g
Extracto de levadura ' 5.0 f3
Maltosa ' 25¢g
L-cisteina : 0.5g"
Acido ascérbico g 0.1g
Fosfato de potasio dibasico (KHzPO.) . - ’ 0.4vg
Fosfato de potasio monobasico (KoHPO) - .= 04 g

Se disuelven los componentes en agua bidestilada, se ajusta‘el pH a 6.2, se afora a 500ml y
se esteriliza a 15 psi durante 15 minutos. Antes de usarse se suplementa’'con 10% de suero

de caballo inactivado.
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APENDICE B.

MEDIO LB-AGAR.

Triptona 100g
Extracto de levadura 50g
Cloruro de sodio 50g
NaOH 10M 0.3 ml
Tris 1M pH 8 10.0 m!
Select agar 150g

Disolver en 800 mi de agua bidestilada, ajustar el volumen a1 litro y esterilizar.
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APENDICE C.

PREPARACION DE LOS GELES DE ACRILAMIDA-UREA

SECUENCIACION

ACRILAMIDA40%

Acrilamida 190 g

Bisacrilamid. » o -10g-
Agua bidestilada” ~ © - 300 ml

Disolver en 300 ml de égua bidestilada, ajustar el volumen a 500 ml con agua bidestilada y

filtrar.

MEZCLA ACRILAMIDA-UREA.

Acrilamida - ©-37.5 ml
Urea - ' . 115.0 g2
TBE 5X i 50.0 ml
Agua bidestilada 75.0 ml

Disolver en bafio maria y filtrar.
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BUFFER TBE 5X.

Tris-HCI L 540g
Acido bérico™. " - L 275 g

EDTAO0.5M : o 20.0 ml

Disolver en 750 ml de agua bideétilada y ajustar el volumen a'1 litro.

PREPARACION DEL GEL DE ACRILAMIDA-UREA AL 6%.

Acrilamida_—uréa'
Persulfato de a C L1 0.5 mi
TEMED -~ 0 T T tas ol

Mezclar e inmediatamente agregar a los vidrios, dejar polimerizar minimo 2 horas.
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APENDICE D

TAE 50X -~

121.0g Trls base

28.55 mi de'a ‘do acético glacml
S50 mi!’ EDTA O 5 M pH—8

Se a_;usta el volumen a'500 mI

20X SSC v
NaCl, Citrato de sodio, pH 7.0
Disolver

175.3 g de NaCl

88.2 g Citrato de sodio

800 ml de H2O

Se ajusta el pH con HCL

Solucién Denhart’s
1% Ficoll 400
1% Polivinilpirrolidona

1% albumina sérica bovina.

PBS ( Buﬂ’gr Salino de Fosfatos). pH= 7.4

4 g de NaCl k

0.1 g de KCl1

7.2 g de NazHPO,.

0.12 g de KH2P04 )

Se afora con agua desulada a 500 mlyse a_|usta elpHa7.4
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Solucién TEN : M ’
Tris 40 mM EDTA 1 mM NaCl 15 mM se puede preparar a apartlr de los stocks con los
que se cuente en el laboratorio de manera que Ias concentracxones clladas sean las que

prevalescan en la solucnon fnal

T.E [ 10-0.2 mM] ('I‘rls- EDTA) .
Se debe tener una concentramon ﬁnal en la solucion delO mM de Trls pH"‘ ‘7.4 y 0.2 mM

de EDTA.

Solucién Zimmerman -

Para preparar 1 litro

0.2040 g - KH,PO,

7.7100 g NaCl

0.5900g  KCl:

1.1300 g Na;HPO,

0.1070 g . (CH:COO)Mg

0.0142 g * (CH3;COO0);Ca

Sc ajusta el volumen a 1 litro y el pH= 7.4 y se esteriliza.

Stock de cloranfenicol *H.
Cloranfenicol tritiado ( H.) 0.2 nCi/ u.l
Se toman con mucho cuidado 125 ul del wal ongmal de cloranfemcol ‘H ( 250 u.Ct/ u)y

se agregan “a 480 ptl de etanol absoluto ademas de 40 ul de cloranfemcol sin marcar (50

mg/ pl).

Cloranfenicol 50 mg/ ul sin marcar. o ) .
Pesar 100mg de- cloranfenicol y se disuelven en 2 ml de etanol al 50%, se mezclan y se

guarda a — 20°C.~
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