
UNIVERSIDAD NACIONAL 
DE MEXICO 

FACULTAD DE QUIMICA 

AUTONOMA 

"CARACTERIZACION DE LOS TRANSCRITOS DE 
EL GEN REPORTERO cat EN Trichomonas vagina/is 

USANDO EL VECTOR DE EXPRESION 
'·" <Zo o la Oirec&AC22CAT-J•1 fJc., · 

,;NAM ~ d1fund11 crflormato eiectrontco e irnp•~~ 
>ute.-.•do ....... mt lr::itlaJ·:J recepc1uu 

1 .-J,..,l •.ll<E: t\o, ("), 1pc\p\ s •\?e 
. .:.E2.o.v '{e ye.\ Ayv..\yc, t. e\ e. 

'"~·.-'· ~-::. \.·4_ .. ,~ 

T E s 1 S. 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA 

P R E S E N T A 

MA9-'-"<;:- GUADALUPE BARRERA ANDRADE 

2003 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Jurado asignado: 

Presidente 
Vocal 
Secretario 
1 er Suplente 
2do.Suplente 

Se desarrolló el tema en: 

Dra. 
Q.F.B. 
Dra. 
Q.F.B. 
Q.F.B. 

Marisol López Lópt.!z. 
Abel Gutiérrez Ramos. 
Maria lmelda López Villaseñor. 
Alicia Cervantes Percdo. 
José Cordero Hcrnñndez. 

Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM. 

Asesor. 
Dra. Maria hnelda López Vi11ascñor 

Supervisor Técnico. 
Biol. Lorena _López Griego. 

Sustentante.·· 
Maria Guadalupe Barrera Andrade. 



/f. <Dios 
<Por pennitimre lioy áar este pn·mer paso áe un fárgo camino que junto a éí recorreré. 

/f. mis <Paáres 
quaáaíupe fl_náraáe /f.. y !Jdanueí <Barrera _;f.. porque 9racias a su amor, apoyo y tjempío 
lían lieclio áe mí ío que soy. 

Losfl_mo . 

./l. 1nis liennanos , 
!Jdanuet; :José, Luci y 'Toño que siempre 111e lían 6rináad°o, su éariño' y son para mí fá razón 
por fá cuáí se9uir aáefánte pues soy 'su ; q'empío,. a se9uir. y. áeseo 'que : toáos sean 
triuefaáores. ... · · .• :· ... ,. , · .• -,.. ·•.·· 

-~ •• ~/·, :: ,,i . - ·:<.c.: 
·_;,_-, . ;_..· .:~--~-;~;(:-.:~ ;~~.-".. ;.~·:.:~·:, ... , 

: :::~~::::::7~~~~~~11~!t,r&:._~ 
camino, en eí que nació una.lieimosa'áttiiStdd;:_que:liemósi:UCtivaáo a ío fárgo áeíti'empo y 

ª ea que "º áejaremos mº~i-;i ::;;1~l.·.·.:~.-~.~-.:.r.1 .. '.-f.;.~.I.~~f~~~n.::~.·-".~.~.-~~.:~;.?.;r:;·~.-~~~~=?E\~~;::~-:,;··.~:~ -
. - ,, ! <·· .. ~ . . , .. - ~ - ·';';~:)-·2·<~~: . _:_<' . 

"-, ::> .- - ,:~ __ ,,,. :, ~~:···-;> ,:\:;\'.,"~~-:':'.:' .. -·:, ,~-- --
/f. las cliicas áeí cíu6 por en;..~~ii:er: m(-in'aa 'con;'m·1:~rir10 y ápoyo. 'Estoy segura que así 
como lioy cumplimos eCo6jeti"!o: ae'·titulán1os}·conse9uiren1os muy pronto eí o6jetivo 
principal áe nuestro cíu6. · · ... 

Yt las personas que conoci a ío úirgo áe este camino, que fueron y seguirán sienáo parte 
importante áe mí. · 



.ft lá Vniv~r~a.}J:dz't;o~~f .itutónoma dé !Mé~jco por pennitinne estudiar en lá · 'Facuftaá 
áe Química· q~e fie'micasa áurante cinco afias y áe lá que me /Ievo una gran ñerencia; e( 
conocimfe~~o ~.~ ~~(D_~~'t;ad°é~ico_ sino un conoczºmiento que me pennitió crecer co~o. P,~rsona. 

,.,.., 

.ft lá <Dra. ;";.~Cera L.ópez o/iffaset7or por guiar este tra6ajo i:on su cariño,' aj~i/}c~~efos y 
por áanne lá oportuniáaá dé pertenecer a lá granfamifia que es su grupo,. áe trá6ájo.;: · 

.. · . .. ;.,~("'•;"':~ "'~-:-__ ~/. 

·,-;\~·j)~?"· ,,-· 
.ft Cos <DocÚ1res <J?p6erto :Jíerndnáez y .ftna !María. Cevaffos, po;. Co's ~;,¡,s¿_¡;,;y sU¡¡erencias 
para e( meforamiento áe este tra6ajo. · · · ·· ' · · ·•· ' ·:·~;.::·. e>(,/• : ;. · 

- ::·. . -'.' 

.ft úz <Dra. !JVonna 'Espinosa por su inva(ua61é apoyo en ti( áesarroffo áe esta tesis . 

.ft lá <Bió(oga .Lore~ L.óp~ .• q;,"é~o,, ié~i~¡, a~aáimii:o áe nuestro úz6oratorio, quien 
siempre estuvó ceréácolá6oranáo intensamente· áurante úz reafización áe este proyecto y 
quien aáemás es' unaÍJran ámilJCZ: . ' . ' ... 

\ ·' . -· - ., ... ~'.',:.'' .,. <,.: 

.ft Cos integrantes áeí lá6¡,rat¡,rio: r.;;, jufianita, !Mariana, 'E.lisa y <Pa6ló por 6rináanne su 
amistaá y ayuáa cotist<inte en e( áesarroffo áe este tra6ajo .. 



Indice. 

l. Introducción. 
1.1 Importancia biológica de 7i·icho111011c1s vagina/is. 
1.2 Importancia médica de 7: VC1Ki11u/is. 
1.3 Tricomonosis en México. 
1 .4 Descripción de la enfennedad. 
1.5 Biología de T. \•aginalis. 

1.5.1 Clasificación taxonómica. 
1.5.2 Características generales. 

1.5.2. 1 Ciclo de vida. 
1.5.2.2 Forma y tamaílo. 
1.5.2.3 Citoplasma. 
1.5.2.4 Núcleo. 
1.5.2.5 Número cromosómico. 
1.5.2.6 Metabolismo. 
1.5.2. 7 Tipo de reproducción y mitosis. 

1.6 Patogenicidad de 1: vc1¡.:i11ulis. 
1. 7 Aspectos moleculares de 7: va¡.:inulis. 

2. Antecedentes. 
2. 1 Poliadenilación en eucariontes superiores. 

2. 1. 1 Señales de poliadcnilación en n1amiferos. 
2.2 Proceso de poliadenilación en protistas. 
2.3 Señales de poliadenilación en 'l: vagi11c1/is. 
2.4 Genes reporteros. 
2.5 Vector de expresión pAC22CAT-1. 

3. Hipótesis y Objetivos. 
3.1 Hipótesis. 
3.2 Objetivo general. 
3.3 Objetivos particulares. 

4. l\tletodologia. 
4. 1 Cultivo d(! T. \'aginali~ ... ·. 
4.2 Transformación de Eschcrichia coli. 
4.3 Obtención de DNA plasmídico ( mini-prerparación). 
4.4 Preparación de DNA de plásmidos (midi-preµaración). 
4.5 Transfección de 7: \.oa~i11c1/is. 
4.6 Preparación de extractos proteicos de 1: vagina/is. 
4. 7 Ensayo para medir la actividad enzimática de la Cloranfenicol acetil 

trnnsforasa (CAT). 
4.8 Cuantificación de proteínas. 
4.9 Extracción de RNA total. 

E 

P:igina. 

2 
3 
3 
4 
4 
4 
5 
5 
5 
8 
8 
8 
8 
9 
9 
10 

13 
14 
15 
15 
16 
19 

23 
23 
23 

25 
25 
26 
27 
28 
29 
29 

31 
32 



4.9.1 Purificación de RNA poli A+ 
4.10 Amplificación rápida de extremos 3' de cDNA (3' RACE). 
4.11 Selección de clonas positivas mediante hibridación. 
4. J 2 Reacción en cadena de la DNA polimCrasa (Polymerase Chain 

Reaction .PCR) 
4.13 Secuenciación de DNA. 

S. Resultados. 
5.1 Funcionalidad del vector de expresión pAC22CAT-1. 

5.1.1 Optimización de las condiciones de electroporación de 
T. vaginulis. 

5.1.2 Detección de la actividad enzimática de CAT. 
5.2 Determinación del sitio de poliadcnilación de Jos transcritos del gen 

Reportero c.·~11 expresado en T. vaginuli.••. 
5.2. 1 Amplificación de la región 3" de los transcritos del gen cal. 
5.2.2 Clonación de los productos amplificados por J •RAcE y 

análisis de las clonas. 
5.2.3 Secuenciación de clonas TOP03'-CAT. 
5.2.4 Sccuenciación y análisis de las clonas TOPOJ'-CAT. 

6. Conclusiones y perspectivas. 

7. Hibliografia. 

S. Apéndices. 
8. 1 Apéndice A. 
8.2 Apéndice B. 
8.3 Apéndice C. 
8.4 Apéndice D. 

32 
34 
36 
38 

39 

42 
42 

43 
45 

45 
48 

50 
52 

59 

61 

65 
66 
67 
68 



ABREVIATURAS. 

ºC 
cDNA 

DEPC 

dNTP 

DSE 

EDTA 

ETS 

Fig 

lnr 

kb 

min 

µg 

µI 

mi 

RNAm 

nm 

pb 

PBS 

PCR 

Poli(A) 

rpm 

TAE 

TE 

u 

cal 

CAT 

RNA 

DNA 

Giadós centígrados. 

DNA c·omplementario al RNAm. 

Dietilpirocarbonato. 

Dinucleotido trifosfato. 

Elemento río abajo (downstream). 

Ácido etilendiaminotetraacético. 

Enfermedades de transmisión sexual. 

Figura. 

Elemento iniciador de la transcripción. 

Kilobases. 

Minuto. 

Microgramo. 

Microlitro. 

Mililitro. 

RNA mensajero. 

Nanometro. 

Pares de bases. 

AmortiguadOr salino de fosfatos. 

Reacción en cadena de la potimerasa. 

Cola de poliadeninas. 

Revoluciones por min~to. 

Amortiguador de Tris-acetato-EDT A. 

Amortiguador de Tris-EDT A_ 

Unidades. 

Gen que codifica para la cloranfenicol acetil t~nsferasa. 

Cloranfenicol Acetil Transferasa. 

Ácido ribonucléico 

Ácido desoxirribonucléico. 



GFP Proteína fluorescente verde (Green fluorescent protein). 





1.1 Importancia biológica de Tricllo111011as vagi11alis. 

Trichomonas vagina/is es un protozoario 'flagelado· de_ evolución temprana. 

Este parásito representa una de las primeras ~~ifié:~.cj~~~~ .·de. li~~jcs eucarióticos según 

estudios comparativos tanto de sccuenc_ia~ .. d~· .l~. -~.u~~~i~.~d ·-.~~~-~e de RNA ribosomal 
(Baroin, y col. 1988) como de secue~cias d(! '1,i''~.:itiu'~idád. pequeila de RNA ribosomal 

(16s-like rRNA) (Sogin, 1991) (Fig 1). Po~lo,'t~~1,/~1''~~riocimiento de la biología de T. 

vagina/is puede proporcionar infonnaci~n .. ac~~c~~'dé·~1a-·ev~1Ución -~ol~cular y celular en 

organismos de evolución temprana. 

Figura 1 Árbol filogenético construido con base en la similitud de las secuencias de la 
subunidad pequeña de RNA ribosomal (16s like). Se muestran tres ramas principales: 
cubacterias, · arquebacterias y eucariontes. Trichonzonas vagina/is se ubica entre los 
organismos amitocondriados que divergieron muy tempranamente de la rama de los 
cucariontes. Tomado de: Sogin, 1991. 
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1.2 Importancia médica de T. vagi11alis. 

T. vagina/is es el agente infeccioso responsable de la tricomonosis, una de las 

enfermedades más comunes transmitida por vía sexual. Esta enfermedad produce daño en 

los tejidos del tracto uro genital provocando embarazos de alto riesgo (Cotch, y col. I 997), 

una mayor susceptibilidad a la infección por el virus de la inmunodeficiencia adquirida 

(Sorvillo, y Kerndt, 1998) y predisposición de algunas pacientes con tricomonosis al cáncer 

cérvico-uterino (Vikki, y col. 2000). La tricomonosis es considerada como una de las 

enfermedades de transmisión sexual de mayor frecuencia en el mundo, afectando 

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

J.3 Tricomonosis en l\1éxico .. 

Las enfermedades de transmisión sexual (ETS) representan un problema de salud 

pública, en todo el mundo. A nivel nacional son una de las primeras causas de morbilidad, 

con un promedio de 220,000 casos anuales. Por su comportamiento epidemiológico 

ascendente la tricomonosis y candidiasis urogenital han sido incorporadas a las 

enfermedades de transmisión sexual denominadas de nueva generación como el herpes 

genital, las infecciones por el virus del papiloma, cte. En México, como en otros países en 

desarrollo., el conocimiento de la situación epidemiológica de las ETS se dificulta por 

existir un subregistro de los casos. La tricomonosis en la República Mexicana se encuentra 

distribuida principalmente en las zonas centro y sur del pafs, con la mayor incid~ncia en 

Veracruz y el Estado de México. 



1.4 Descripción de la enfermedad. 

La tricomonosis humana es una cnfcnnedad crónica no mortal, causada por el 

protozoririo Trichomonas vagina/is. En la mujer, el parásito coloniza principalmente el 

epitelio de la ,vagina y del exocérvix. Los síntomas principales de la enfermedad son: flujo 

vaginal purulento verde amarillento y de olor fétido e irritación vulva-vaginal, en algunos 

casos se presenta dolor en el vientre., en la espalda. y al contacto sexual. También se puede 

presentar eritema vaginal y enrojecimiento cervical causado por dilatación capilar y puntos 

hemorrágicos, conocidos como .. cérvix de fresaº. Los síntomas varían durante el ciclo 

menstrual y se exacerban durante Ja menstruación y el embarazo. Sin embargo, del 25 al 

50% de las mujeres infectadas son asintomáticas. La tricomonosis se ha identificado como 

un factor de riesgo en el embarazo, ya que puede provocar parto prematuro, bajo peso 

neonatal e incremento en la incidencia de endometritis postparto. En el hombre el parásito 

se aloja principalmente en la uretra, aunque en algunas ocasiones también en la próstata y 

vesículas seminales, originando una tricomonosis asintomática. Ocasionalménte la 

enfermedad presenta inflamación de la uretra y puede llegar a ser causa de esterilidad 

(Arroyo, 2000; Meysich, 1995). 

Para el tratamiento de la tricomonosis se utiliza el metronidazol que ~se act~_va ~.n}Os -

hidrogenosomas del parásito: aquí se lleva a cabo la reducción de_l grupo ·n~tio: ?el 

metronidazol catalizada por la enzima piruvato ferredoxina oxidorcductasa~ _fo~án~oSC Un 

intermediario citotóxico para el parásito. 

1.5 Biolog(a de T. vagi11alis. 

l.S.1 Clasifi~ación Taxonómica. 

Reino: 

Phylum: 

Subphylum: 

Clase: 

Orden: 

Familia: 

Protista. 

Protozoa. 

Sarcnmastigophora. 

Zoomastigin. 

Trichomonadida. 

Trichomonadidae. 
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Género: -Trichomonas. 

Especie: · 'f,;;c/zo11~011'1s vagina/is. 

l.S.2 CaractcriSliCá:s· GcltcralcS. 

iÚ Ci~ici:'_d~ ~-idii<dc T..::-vOgbz~lis solo presenta un estadio, el trofozoito uninucleado 

(Fig 2) Y ~o._tiéne"'b,~é~~~dé~ iri·¡ermédÍario·~ ni vectores. L3 transmi~ión de.la triComonosis 

huma~a ~~ · cÍe-~erS'o.Oa ~-- pe~~na -~eCli~nte "el cóntacto ~~~u~l c~-n-.p~rsorias infectadas. 

1.S.2.2 Forina y Tamaño. 
, .·,e:::',-··:·:;,:>. 

. ... , .-:.,i.;Y!-'.::·, .,, .. 
Este protozoario presenta cuátro fl~geJ()s'~~~e~~-~~-~~~: __ t.in' :ri~S~!o-~CcUr:érite ·ado'Sado a·_ 

la membrana ondulante y un axostilo que es una:.·~~i~·~tú·~--~sP~C-iaÜz'~da .. d.~l ;citoesquCtct~ 
formada por microtúbulos (Fig 2). . ···'·'<' . . . 

Los parásitos en cultivo presentan formá'~·"y· iani~fiOS variables. miden en promedio 

de 10 a 20 µm de largo por 7 µm de diámetrO. La_s fonnaS ovoides y redondas son taS qu~ 
predominan en cultivo líquido y en las -secreCiones vaginales. Las formas amcbOides 

. . 
aplanadas se encuentran en biopsias de paciCÍltes, .. aunque algunas veces se leS encuentra 

también en cu.ltivos. adheridos a las paredes de Jos tubos; estos parásitos amehoides se 

desplazan lentamente sobre el sustrato al que se ·ad~ieren~ En su interacción con células del 

epitelio vaginal in vitro. los microorganis'mOS · de forma ovoide se transfonnan 

morfológicamentc en fonnas amcboides. en menos de tres minutos: fonnan lamelipodios y 

son capaces de emitir pseudópodos que se,ir;ii~rdigitan en diferentes sitios con la membrana 

plasmática de las células blanco, reduciendo el espacio intercelular en las áreas de contacto 

(Arroyo y col., 1993; Arroyo, 2000) (Fig3)~ 

s 



AX --- -

- - --CG 

-----e 
-'-----·F & ACJC: 

-----TF 
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Figura 2 Esquema del trofozoito de Trichomonas vagina/is donde se muestran varias 
estructuras del parásito. 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) núcleo (N), granulas costales 
(hidrogenosomas, CG). Tomado de: Marquartdt, y col. 2000. 
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1 min. 3 n1in. 

5 nlin. 20min. 

Figura 3. Transformación morfológica de T. vagina/is al entrar en contacto con células de 
epitelio vaginal (CEV). Panel A: Después de 1 min. el parásito tiene apariencia alargada y 
se forman pseudópodos en la periferia del parásito en el sitio de contacto con la CEV. Panel 
B: Después de 3 min. se observan puntos de contacto múltiples y fonnación de 
pscudópodos y lamelipodios. Panel C: Después de 5 min. se observa una transformación 
morfológica completa, de forma oval a fonna ameboide aplanada con asociaciones de 
membrana-membrana entre el huésped y el parásito. múltiples puntos de contacto y 
lamelipodios delgados. Panel D: Después de 20 min. se observan varios parásitos adheridos 
a IasCEV. 
Tomado de: Arroyo, y col. 1993. 
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1.5.2.3 Citoplasma. 

En el citoplasma de T. vagina/is se encuentran las siguienteS estructuras: 1) aparato 

de Golgi muy bien definido, 2) retículo endopló.smico, 3), Sistema yacuolar rico en 

fagosomas y fagolisosomas, 4) gránulos paraxostilares y paracostales (hi_drogenosomas), 5) 

granulas de glucógeno, 6) ribosomas libres y asociados a1 relicutO eriétoPtásnlico y_ 7) un 

-citoesqueleto muy complejo. Este organismo no posee- ~iÍ~C~·~d-ri~~·:;r;¡·.;·per~xi~-omas. En 

algunos parásitos se pueden encontrar partículas viriiles c:iu~ P!l~-~~~·:·~~-.:~~~-bri,~· de RNA de 

doble cadena. --'·.'- ·-:~{' 
',_·-• ..i. 

1.5.2.4 Núcleo. 

El núcleo de T. vagina/is en interfase es. pirifor:me~. mide aj)~o-~i.:i:i?~am~ntC .· 4 x S 

µm, se encuentra limitado por una envoltura nuclear con poro~-tÍ'picO~-'y--~Onti~ne gi-ánulos 

dispersos de cromatina. Se localiza eri la·poréión ~n!eriO~ Y~verÍ~l:~"ÍZqÜi~rda de la 

expansión capitular del ax.ostilo. El núcleo contiene un núcle~l~ ·e~Íérico p·CqucÍlo, rodeado 

de un área libre de cromatina. 

1.5.2.5 Número Cromosómico. 

T. vagina/is es un organismo diploide y posee seis _p3.res._de.-Cromoso_1_11as .(Yeong

Seng y col. 1 ?97; Yeong-Seng y col. 1998). El , tamaño -dei ,gén,a'má :: de T. , vaglnalis se 

estima en 2.5 x 107 pb (Wang, y Wnng, 1985). 

1 .5.2.6 Metabolismo. 

T. vagina/is es Un microorgani.s~~ altnei-o'bio··:racult3tivo o aerotolerantc que carece 

de mitocondrÍas pero · coriticn~ un,:_.~~~~~-~]~· r6deado Por doble membrana denominado 

hidrogenosoma, en donde se/ lle~a :_a : cabo. el metabolismo de los carbohidratos. Los 

hidrogenosomas se dividen·. de·: manerá autónoma por fisión binaria, importan proteínas 

postraducci~nalmenle Y ):;~Oduc~n-ATP: Estos organclos difieren de las mitocondrias ya que 
' . . - ' 

carecen de gcnoffi~, dé' c;itoC-~ofnos, del ciclo de los ácidos tricarboxilicos y de la reacción 

de fosfodlaci_ón oxid~tiva; -~n su lugar usan enzimas (piruvato-fcrredoxina oxidorrcductasa 
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e hidrogcnasa) típicamente restringidas a organismos anaerobios (Müiler, 1993). Datos 

recientes indican que· los trichomonádidos poseen proteínas de tipo rnitocondrial cuyo 

mecanismo de importación al organelo blanco es similar al de las mitocondrias (Roger., y 

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

están relacionados y que tos primeros podrían haber evolucionado a partir de mitocondrias 

(Biangini, y col. 1997). 

1.5.2. 7 Tipo de reproducción y mitosis. 

T. vagina/is presenta una reproducción asexual por medio de ·fisión binaria 

longitudinal. De acuerdo con Heath (Hcath. 1980), este parásito presenta una clase de 

mitosis primitiva, ya que tiene un aparato mitótico extranuclear que no. tiene contacto 

directo con los cromosomas y no ocurre rompimiento de la envoltura nuclear durante la 

división celular. El tiempo de duración aproximado de la mitosis en este organismo es de 

45 minutos y puede ser dividido en cinco fases: profase., metafase, anafase t~mprana y 

tardía, tclofase temprana y tardía y citocinesis (Gómcz-Conde, .Y col.: 2ÓOO). Ribeiro y 

colaboradores han pTopuesto recientemente que el axostilo y los ~ngelos .de T. vagina/is 

contribuyen de manera importante en la mitosis cerrada que prese~~n. estos orga~ismos: 
sugieren que estas estructuras participan en los cambios de. fO~a:~CJ pai-ásii_o dllrarite este 

proceso, en la contorsión de la región anterior., en la cariocinesis y en· la citocinesis. 

(Ribciro, y col. 2000). 

1.6 Patogenicidad. 

En el mecanismo de patogenicidad de T. vagina/is se han distinguido tres etapas 

principales: 1) adhesión (citoadhcrencia) de los parásitos a las células blanco (células 

epiteliales y eritrocitos), 2) efecto citopático dependiente del contacto y mediado por la 

secreción de sustancias citoactivas y 3) fagocitosis de las células blanco. 
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l. 7 Aspectos ~olccularcs de T. vagi11a/is. 

Organización génica. 

Estudios realizados acerca de la estructura y expresión de algunos genes de T. 

vagina/is han mostrado que los genes de este organismo no parecen estar arreglados en 

agrupamientos _(cJusters), sino que se encuentran arreglados en unidades de transcripción 

sencillas. Las secuencias de cDNA estudiadas hasta la íecha son colincares con copias 

genómicas de .los genes correspondientes, revelando la ausencia de trans-splicing o de cis

splicing. Todos los genes reportados hasta el momento carecen de intrones (Liston, y 

Johnson, 1~98; datos de nuestro laboratorio). 

1.7.2 Regulación de la expresión génica. 

El estudio de la expresión génica en T. vagina/is es aún incipiente y se ha enfocado 

principalmente a la región 5' no traducida, en donde se localizan Jos elementos promotores 

de la transcripción. Hastn el momento solo una secuencia con actividad promotora de la 

transcripción ha sido caracterizada en T. vagina/is. Este élcmeiito ri~~.:-~n.. pirii-riÍdinas, 

conocido como elemento iniciador (Inr), rodea al siti.o d~ i~i~:iO ~~. ~.;··tra~~;,~~i('?.~._-~:~~~~~.d~~ 
los genes de T. vagina/is examinados y.se localiza de._6·~ 20._'n1:1C~e~ti.~~S-~-~·~.~;~~f~~,:~.~I 

~==~~;~~~~2~~~~:.;tf,~t~~~1i~i[;· •. 
mostrado que es esencial para la trans~~pci<?n(~~ ~e. ~a_n: enc.~nt.rad~_,caj~_ ~~ TA .. ~ípic~_-de, 

cucariontcs a 25-30 nucleótidos río. ª-:r!~~-~~~)~~.:-~iÍi~~, .d~).~~C-ió 'dC la_ Íran~crij:>ción (Qllon: y 

col., 1994; Listan, y Johnson, 1999);· · ·. ;.:·· 

La transcripción de 16~ -g~~~~ :-P~?_lc;(¿:~~ ~O ·}r. váginaÚs parece esta"r dirigida por una 

RNA polimerasn 11 inusual, que.preSenta·'características diíerentes a las RNA polimerasas 

de eucariontes superiorC~. E~tu~ic;s:·d~·i~~s·6~pción in virro han mostrado que la RNA 

polimerasa 11 de ·T. '!ªKif1:alis ~s:~csistentc a altas concentraciones de a-amanitina (50% 

inhibición con 250 µg/ml), a diferencia de lo observado con otras RNA poi JI que son 

inhibidas 2-20 µg/mJ: Esta .resistencia parece deberse a cambios en el sitio probable de 

JO 



unión a a.-amanitina encontrados en la subunidad grande de la RNA polimcrasa 11 de 

T. vagina/is. Uno de los hallazgos que apoyan la idea de que la RNA p·olimerasu 11 de 

T. vaginalls lleva a cabo la transcripción de genes proteicos, es la presencia de un cap en 

los extremos 5' de los mRNAs, lo cual no sucede tipicamente en el proceso de transcripción 

dirigido por las RNA polimerasas 1 y 111 (Listan. y Johnson, 1998) 

Con respecto al procesamiento de ·los transcritos· de T. vai:inaUs, el procesO de 

poliadenitación ha sido poco estudiado en este parásito".· Algun<:'s ~e~~rtes .ha~· s~~erid·~ ciue 

Jos motivos AAUAAA y AAUAA (utilizados en eucarioDteS superiOres) podri~n fllncionar 

como señales de poliadcnilación en este organisn1~, d~~¡~·o ·.,;,· que· e~~s secuenciás se 

encontraron en las regiones 3' no traducidas· de· tos ·g~nes de ferredoxina y.13-succinil 

coenzima A sintetasa ( Lahti, y coL t 992). Sin embaigo, Cstas propuestas no presentan 

datos experimentales que las apoyen. 

Recientemente, el grupo de investigación d~ la Ora; López-Vitlaseilor ha propuesto 

que la secuencia UAAA es la señal de poliadenilación para. los RN"Am de T. vagina/is 

(Espinosa y col, 2002) (ver sección de antecedentes): 

JI 
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2.1 Polindenilación de los n1RNAs en eucario11tes superiores. 

La biosintesis de los RNA mensajeros (RNAm) de orgai:iismos eucariontes es un 

proceso que requiere de varias etapas de procesamiento. Un paso c~i_tico, común en 

virtualmente todos los transcritos primarios es la generación de Jos. f!xtrem~s 3~ -~aduras y 

su subsecuente poliadenilación. Las señales de poliadenilación Son ·re~·~e~idas:. ~8.ra' Ja -

terminación de la transcripción por Ja RNA polimerasa 11 y para-: Ja adi~ió~ -dC: · resid~'Os de 

adenilato en el extremo 3'0H (Whitelaw, y Proudfoot, 1986; Proudfoot,' 1'9g"9; McCrack~n. 
y col.. 1997). Esta cola de poli (A) es importante en el transporte ,del RNArn del núcleo al 

citoplasma (Eckner. y col.. 1991) y en el control de ,la estabilidad del mRNA (Beelman," y 

Parker. 1995). La elección del sitio de poliadenilacióÍl puede influenciar la CxpresióÍl ·. 

génica. como en el caso de las células B, en donde la diferenciación de la cadena pesada d': 

las inmunoglobulinas en su forrriá. membranal o en su forma secretada. es gobernado en 

parte a través del uso de sitios alternativos d.e_ pol~adenilación (Wahle,. y Kühn, 1997). 

El proceso de poliá.denilación·-se:lleva· a·cabo en dos reacciones: en la-·J>rimera_'CJ 

transcrito es cortado endont.i~l~~líti·~~~~-~-~~~< ... _s~.nerándose dos moléculas; en 1a",- seguil~a 
reacción el ~itio J_'_qH S:~nei-a~~~.~n:·et,_-.-~Or(e.·es poliadenilado,. es decir-se agregan 

200 residuos de adenilat~ de m~ri~ra ~!'~~~en~iente de templado. 

5· GpppG AAUAAA-: -----------

5· GpppG -----AAUAAA ------OH + 

Poliadenilación 
150-200 

5· GpppG ----- AAUAAA AAAAAAAAAAAA ........ -3. 

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

\Valtcr. 1996) 
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2. 1.1 Señales de poliadenilación en mamíferos. 

El hexanucleótido AAUAAA. localizado en Ja mayoría de los transcritos a una 

distancia de 1 O a 30 nucleótidos río arriba al sitio de procesamiento; es ,una señal altamente 

conservada para la poliadenilación en mamíferos y es esencial para el p~ocesamiento de los 

extremos 3' de los RNAsm. Se ha reportado ·que la deleción. del elemento AAUAAA 

suprime el procesamiento y poliadenilación de transéritos y las mutaciones Puntuales en su 

secuencia reducen en gran medida la eficiencia del procesamiento en el extremo 3' (Sheets. 

1990). 

Sin embargo. la señal AAUAAA por si sola no es suficiente para inducir_ el 

procesamiento y la poliadenilación de transcritos. Un segundo elemento que juega un papel 

importante en este proceso ha sido denominado elemento 11dowstream" (OSE) y está 

situado río abajo del sitio de corte de los transcñtos. a una distancia no mayor de 30 

nucleótidos; 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 (Wahle. y Kühn. 1997). Se ha visto que en algunos 

casos solo uno de estos elementos es suficiente para la poliadenilación; sin embargo. 

también se ha observado que si están presentes los dos tipos de elementos se presenta un 

efecto de sinergismo (Gil. y Proudfoot. 1987). 

La dist!lncia que existe entre la señal AAUAAA y el elemento "río abajo" ·en el 

transcrito determina .una región dentro de la cual puede tener Jugar. el ~'?rte.· Dentro .de esta 

región. existe preferencia para cortar en el extremo '-3'-·. des,Pués .de· un resid~o -_de.~ 
frecuentemente después del dinuclcótido CA. sugirie"nd~ q~e.· ~~te· P.od·r~~ J~~~r. u~. pal:'el ·en 

la selección del sitio de procesamiento (Chen. y col. -1995). _:~· 

Por otra pane. secuencias denominadas el~men~OS. ;;¿;p~trca~-.. ·,·ciJSE.). ·,6~~¡i"z~das rio 

arriba de la señal AAUAAA pueden incrementar la 0 eÍ.~i'e~ci.~.:cÍ~i,.pr~~e-~~"iniCnto;:est~s 
secuencias son ricas en Us y sU mecanismo de acción es.,t~d~~í~::c~·~t~Ove~~ial. (wahié. y 

Kühn. 1997). 
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2.2 Proceso de poliadcnilación en 1>rotistas .. 

Los estudios sobre el proceso de poliadenilación en protistas son aun incipientes y 

esta reacción sólo se ha estudiado en algunas especies. Los datos que se tienen hasta el 

momento sugieren que los protistas no utilizan necesarimnente la señal de poliadenilación 

desc'rita en eucariontes superiores (AAUAAA) y se han reportado distintas secuencias que 

podrían funcionar como señales de poliadenilación en estos organismos. 

2.3 Sc1iales de poliadenilación en T. ''t1gi1u11i.\· .. 

En el trabajo de tesis de Ja Dra. Norma Espinosa~ realizado en el laboratorio de la 

Dra. lmelda López Villaseñor~ se analizaron de manera detallada las regiones adyacentes a~ 

sitio de poliadenilación en algunos transcritos de 'l: vagina/is. Se estudiaron las regiones 3' 

no traducidas de 10 cDNAs de actina y de otros siete cDNAs·de.diversos genes de.T. 
. .. 

ve1gi11e1/is. Con base en este trabajo se ha propuesto que el motivo UAAA es la secuenda 

que actúa como señal de poliadenilación y se ubica a una· distancia ent~e : 1 1 · . Y~ :~O 

nucleótidos rio arriba del sitio de procesamiento del transcrito. s·e .desta·ca que ~I cOdó~,·~e. 
terminación de la traducción UAA casi siempre forma parte de este m.c:>~ivo. : El·'~ó·i¡·~~ 
UAAA no es suficiente para dirigir el proceso de poliadenitación de este .orS.anisITió'. Y. es 

necesaria la secuencia PyJ.(A)0 .3AAUU para señalar el sitio de procesamierito d_el inirisciitO: 

en esta secuencia la flecha indica el sitio de corte del transcrito por lo que el elemento 

AAUU se localiza río abajo y adyacente al sitio de corte y poliadenilación. Otra región rica 

en Us~ localizada río abajo del sitio de procesamiento del transcrito,. podría estar implicada 

en este proceso. Se propone también que en 7: vagina/is el motivo UAAA se seleccionó 

evolutivamente para señalar tanto el fin de la traducción como el procesamiento de 

transcritos en el extremo 3'. acoplando así los dos procesos en este organismo de evolución 

temprana: se sugiere también que esta secuencia pudo haber originado la señal AAUAAA 

utilizada como señal de poliadenilación en cucariontes superiores (Espinosa y col. 2002). 

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

actuar como señales para el procesamiento y poliadenilación de los RNAsm de 1: ve1gi11alh.-, 
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hace taita probar la funcionalidad de ~~tas. ~ecuencias. para demostrar.su. papel en el proceso 

de poliadenilación. 

2.4 Genes Reporteros._ :. : .' _ ,_- .. ·,.. ·:.;':-_.··-.: ' ... -.... :: .. _ /_._~·- .-. ·.· ~ 
Los geneS rCporteros~ ~aínbié~·, lla~ado~ ~~·~cad~resl. ~o-i/un~ · ~~·~ele~-t~ ~'erramienta 

utilizada para identifiC:ar y análiza·~ eleme·~toS .. ;~g~1~lo~i·~-~-_;d~>Jc;5·:·~~~~~ -~~·.:u~-:~'~g~;tismo· de 
intere·s. ': :: .. ;~:._ : . .-.;.<¿:. __ : ;}.:'' -~::''~:, :~>:~\··''·.·e·'"' 

:: ··~·:'-· ::~·--.>-~(~_ . .-: .. '~¡\~.;:,; t ;,·:~: .. ._:; 
7{l:·:~·' y,·_·\~· - ·::.,-~ ~,-, · .. :·.<-.~. 

L8 metodol~gía de DNA recombincl~~~-._:'_P~-~i.~_"é·:·_uOi:r.~: .. l.~'.(Se.~~C~Ci~-~~eg~~a~o_ña de 

:::: .. :"~~:~::::::.?~:::::7:~:;~~W~i~~~l::E: 
::::~~:~:~:: .::::;::::~::e;:~:::~:i:::E~21t:~~~~;,~:)~t &:~!~t~~~~f l~:~~iE:•·.·. 
y rápidos. ··.·. . ' .. :<'·\":~;;:;~~~<; ~J:\é"cJ'.~~:;;\~l,'.J{J~r:~~~,;,,,j'~:i\: . 

La estructura de una regi~n _reg.~l.at?riª.-~~~d-~.:~,e.~ an3:1_~~d~- ~~i-1~~-"~~·,~~~.m~~~~~s_en 

~::ª:~;::; ;: .~"str::~:~~esrn;~::i:::~:±J.r.~;~:j~~~f I::,,tat~:";j:TI~i~f ;r~~~~~~,::~· :: 
actividad nativ~ (es decir, la secuenCi3:0.riSirial ·no JTiUiiu:ta).:·>" ·'~;~:;,».:·?.: ~:·.:~::~~><·:)~~-· t /,; · 

Uno de los genes reporteros rnáS ~sados .en. -~I· _análi~¡~:-~éÍ~.· ~te:~·~.n~~~)~. r~~.~i~Íori~s e~ 
el gen ccu, que codifica por la enzim~ ~loraníefticol aceli(tr~n~,f~-~~~~,:¿C:A~J.~(fi&.-:.~)~'-'E_sta 
enzima mod_ifica de manera covalente al cloraníenicol t~a~sfiriéndo1~,:\.1~·~~~~~~;'.~.i~t_i_l~.~-~el 
acetil CoA ·en la posición C3 donde se encuentra ~I S,rup~· .hi~~~~.~1~·;:,~,ii~.~~0': 0_del 
cloranfenicol. El producto de esta reacción. 3-acetil cloranfenic~I ... -~~·fr~ Ú~'· ~~a~r~~j~ '.·~~ el 

cual el grupo acetilo se transfiere al Cl formando el 1-acetil cÍo~nf~·~¡~¿;í~";·~~~-c;~ r~arreglo 
permite que se lleve a cabo un segundo ciclo de acetilación,al. ~.J<~-~~·~<:{'b6_·~~'.:·~~su.1tado el 

1.3-diacetil clo~aníenicol. El cloranfenicol modificado de. e~_~a;:~~~~t~-~~~~~¿~:_:_d.~~-~~tividad 
bactericida ya que es incapaz de unirse a la peptidil t_~ansf~raSá:~.e~ :·et.~c~ntro. de los 

ribosomas procarióticos e inhibir el proceso de traducción: $'.;' ~;';~de m~dir la actividad de 
CAT mediante varios ensayos usando procedimientos y'' ~quiP·~ >·d~;,:;Ú·;~ c~~ún 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 desp~és de que la transcripción se ha reduCido. 

CAT es una enzima procariótica. por lo tanto no tierÍe ac~i~id~d competitiva endógena en 

células de mamíferos; aden1ás esta enzima ·e~ muy e~Íable .Jo que ·represCnta una gran 

ventaja para ser utilizada como moÍécula · rep~rt~~o_;·: En· est~ tr~baj~ de· tesis se utili~ó: ·~ CC!t 

como repoi-tero molecular. 

Ad~más de cat. se han desarrollado otl-oS. ~i.sl~'11~s ~Cpo-í-tCr~s par~· irl-~reln~~lar .1~ 
sensibilidad· de detección y expandir· el rango de .·lín~~~ ~·~J.u1.~·~~~ _:-~u~_:P~e~~~ :.~~~·: ~s~d~~ 
como hospederos. Cada uno de los sistemas · re.pOri~!"O~ ::~tiliza ~ ·u.n.~ ~étO~O .' ~!rere~~e, d_~ 
detección y tfene diterente tiempo de vida : medi~; ~>-9.é~t.ro :.".~~ -~Sto~_ :·gen~~;-: rep.()~-~r~S 
podemos encontrar los siguientes : 

El gen /uc codifica por la proteína lucifCrasa.·· 'qliC. produce luz de Ju'cif"ei-ina en 

presencia de ATP. Para medir la actividad de eSte ·gen se-·i-equiere un IUminóf;..el;c, o un 

contador liquido de centelleo con un contador simple· de fotones. La vida media ·(!~.ta 

luciferasa en células transfectadas es corta .. de aproximadamente 3 horas. 

La proteína fluorescente verde (GFP. S!"een fluorescent protcin) y .sus variantes 

obtenidas por ingeniería génetica. son un buen sistema reponero no enzimático. GFP es 

única entre varias proteínas emisoras de luz.. aut.ofluorescentes. que no requieren cofacior:es 

cxógcnos o sustratos independientes para su actividad. Su presencia es detectada medi~ntC 
Ja medición de la absorbancia en la longitud de onda apropiada; el sistema' ~til~~~~:_·':'n 
método de medición no invasivo para monitorear la expresión del gen reporter"o~en··1aS 

células transformadas. Sin embargo la ~eñal flourescente no es amplificada por: •.~ .:··~,~~~~ ·ra. 

detección requiere que Ja expresión. de: ·GFP sea dirigida por promotores· o elerii'entos 

regulatorios muy fuenes. GFP: es ·mu,y ulilizado en el seguimiento , de( t>~~n~~"6rte. 
localización y destino de las proteínas blanco. 
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Secuencia del gen car 

l. ATGGAGAA.AAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATCGCATCGTAAAGAA 
1 MEKKJ.:TGYTTVD:J:SQSHRKE 

61 CATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGAT 
21 H F E A F Q S V A Q C T Y N Q T V Q L D 

121 ATTACGGCCTTTTTAAAGACCGT~nnGJlnnnnTAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTTATT 

41 ::C T A F L K T V K K N K H K F Y P A F l: 

181 CACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTATGGCAATGAAAGACGGT 
61 H I L A R L M N A H P E F R M A M K D G 

24 l. GAGCTGG'rGATA.TGGGATAGTGTTCACCCTTGTT.ACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAA 
81 E L V r w D s V H p e ·y T V F H E Q T E 

301 ACGTTTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGA.CGJ\.TTTCCGGCAGTTTCTACACA.TATAT 
101 T F s s L w s E y H D : e ·. F . ··a Q F L H 7 y 

. :. ' .. ~>· .. -:: .-:,:~ 

361 TCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAJ\AACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAG 
121 S Q D V A C Y G E N L/'A',~y,·:·.~F'..'.·'P. K G F X E 

421 PIATATGTTTTTCGTCTCAGCCA.P..TCCCTGGGTGAGTTTCA.CCAGTTTTGATTT.A.1'1ACGTG 
141 N M F F V S A N P W V' - S -· F 'T S F D L N V : -- -- - . -":-·: . -.- .'.'· ~--- -.... , 
481 GCCAA.TATGGACAACTTCTTCGCCCCCG'rTTTCACCATGGGCAAATATTATACGC.AAGGC 
161 A N M D N F F A P V<.r::··:.T,'.M.-"G K Y Y T Q G 

541 GACAAGGTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTCTGTGJ:lTGGCTTCCAT 
·1a1 D K V L M p L A I Q V H H A V e D G F H 

601 GTCGGCAGAATGCTTAATGAATT.ACAACAGTACTGCGA.TGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAA 
201 V G R M L N E L Q Q Y C D E W Q G G A 

Oligo CAT 10 s• 3• 
Oligu C/\T 11 5' 3' 
Oligo CA T 20 3• S' 

Figura 4. Secuencia de1 gen cat donde se muestra la ubicación de los oligos específicos 

CATI O, CATI 1 y CAT 20 utili2ados en la parte experimental. 
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2.5 El vector de expresión pAC22CAT-1. 

En el laboratorio de la Dra.. López Villaseñor se han construido vectores para ta expresión 

de genes reponeros en T. vaginali.v (trabajo desarrollado por Jessica Guzmán). Uno de 

estos vectores es el pAC22CAT-1: contiene el gen cal (que codifica para la enzima CAT) 

flanqueado por las regiones s· y 3" intergénicas de un gen de actina (Fig. 6) 

FI Origin 

pAC22CAT-I 
5278bp 

R.1. ocliou 5' 

pronrotor T. v • 

.......... 
"-.Eco RI 

cat 

Figura 6. Vector de expres1on pAC22CAT-1 contiene al gen cat flanqueado por las 
regiones s· y 3 .. de actina de 7: 11aginalis. 
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Secuencia del vector pAC22CAT-1. 
CTGACGCGCC CTGTAGCGGC GCATTAA.GCG 
CCGCTACACT TGCCAGCGCC CTAGCGCCCG 
CCACGTTCGC CGGCTTTCCC CGTCAA.GCTC 
TTAGTGCTTT A.CGGCA.CCTC GACCCCJ\AAA. 
GGCCATCGCC CTGA.TAGACG GTTTTTCGCC 
GTGGA.CTCTT GTTCCAAACT GGA.A.CAACAC 
TAT.AA.GGGAT TTTGCCGATT TCGGCCTATT 
TTAA.CGCGAA TTTTAA.CAAA ATATT~CGC 
CAACTGTTGG G.AAGGGCGAT CGGTGCGGGC 
GGGATGTGCT GCAAGGCGAT TAA.GTTGGGT 
TAP.AACGACG GCCAGTGAGC GCGCGT.AATA 
GGTGGCGGCC GCTCTAGAJ\c 'l'/\GTGTT'!'TT 
ATG/V\GACCG TAGCGA]:'.,J\'l'r. AA'l'C'l'ATCAG 
TT'1"l'GTGT\Tl-; 'l'GTCc:c=c.l\Tl\ TGC:TJV\AIV~-\ 
TGTTCi\i\'l'/\'1' 'l' r_~;>.'l'l.::''!',;v'J\C .n T JVV\.ATCAA. 
TGAAJ\_,.":\f ;r,T,."\ (_;,"',,cc-;TJ-~C:'l'/\T C'l'TTTGCGTT 
AC'l'T'l"l'TTI\(; c•_;,•\_p,r_-;/'.l:GT/\ GTTTTTCC;/\C 
CC:l\/\,'\J\_,.\ 'l'TT /\Tf..7:'TTT·~c;c GAACTTAAAC 
AGGl\C,"\TTTT c...:-:·r,>J1.TC.iVV'\ Ti\AC,,\GF,'J'T'i' 
CA.l\C».::'GTIVYI' 'l''T'Cr_:[l.}\,•-.TGl; ::.-;T/\J\C:F-.'l'AJ\'r 
AGAATPv-,.;JV\ 'I''l .. ~"1'J\'I'GFJ'-.T GC~TTCT'I'TGl\ 

T'rTT\.'I'l\FV\P,C ;"\'l.'TTTG'l'i-:.t;•¡• 'l'C.l\GTGClV\'l' 
J-V"\.l\A'l''I'TTGT• t--;,-..,..-;.._--:;v\T''í'Gl\ ·~·'I'GGAl\'I'r..,.\_;'\ 

AGCF•..i'..JV-.TTG (~CC.I\c;;..'t',."\Tl\ l\'l'1"\TCGGlV\]\ 
Gl'\../\l\J\.TT'l'{.~A T.._;'!'TTGr.,,_GG,'\ /\L"v\'rL-,.'I''l'CCG 
G;,TTJ\PV>,,,-J\J\ F-..'I''!º;v\GA,.'-GG t;A.C'I"l'/\G.:\.TG 
GTTGTCTFJ-V-.. G;..;,c:Tl;f\.;"iJ\T Gl\T'I'..._--;cN\TG 
AAAAAATCAC TGGATATACC ACCGTTGATA 
AGGCATTTCA GTCAGTTGCT CAA.TGTACCT 
CCTTTTTAAA GACCGTAA/\G AAAAATAAGC 
TTGCCCGCCT GATGAATGCT CATCCGGAAT 
TGATATGGGA TAGTGTTCAC CCTTGTTACA 
CATCGCTCTG GAGTGAATAC CACGACGA.TT 
A.TGTGGCGTG TTACGGTGJ\A AACCTGGCCT 
TTTTCGTCTC AGCCAATCCC TGGGTGAGTT 
TGGACAACTT CTTCGCCCCC GTTTTCACCA 
TGCTGATGCC GCTGGCGATT CAGGTTCATC 
GAATGCTTAA 'I'GAATTACAA. CAGTACTGCG 
CTTAJ\A.C1\1\T T'I'C:Gr.Tl\Tl\A 'T'ATA'l'TTCAA. 
'l'ATTT'l'UGL'V\. J\'rc;·;,c·rTCA'l' TJV\TT.T'!.'GTG 
(;~·r ... CCCTG,'\A Cr'"\TTTCTTTT CC.;J' .. Tl\TGTl..'1' 
CTAP.TT/V-"\AG TGCCTGA.TTT GCl"\TTGTA'l'T 
A,,.'\CACTTGJ\T l\,;"\TTGTC-;TF-.T Tr"\'l'TCC:TTGT 
FV\GTA.t-"\J\T'['I', A..-""\"I"l'T-..TTCTT Cl\TCF·.l\J'..,,TCJ\ 
TA.J-"\GTT,.'"\,,;""\TC l\A. TTT ;'\ T TA.,."\ TAA.,"\..;...,-\Tl\CA 
TAC'l'CG'l"TGA CCJ\TTCCA...--'"\T c·rTCTTTJ\GA 
TCCAAG'I'C'l"'r CGTF .. GTC~AGC rv-...TCTGTGAG 
TCTCTATCCA l\J---.._GGJ\CTTGr.,, J.V" ... TTGGTCTA 

TTTGCATTTT CGC..-"\TTCC?T CATW"'\.'l'ATl\J\. 
ATCTCAACGPo.. .;\'rG,\Cl\GCrv'\. TCTCTTGT.J''\C 
TTGTGCTGGT CCT'I'GM.CTTT GTCGCTGTT'l' 
TCGA.TACCGT CGACCTCGA.G GGGGGGCCC:G 
TTAATTGCGC GCTTGGCGTAATCATGGTCA 

TESIS CON 
FALLr' DE r~-:-r,EN 

CGGCGGGTGT GGTGGTTACG CGCAGCGTGA. 
CTCCTTTCGC TTTCTTCCCT TCCTTTCTCG 
TAAA.TCGGGG GCTCCCTTTA GGGTTCCGA.T 
AA.CTTGJ:\.TTA GGGTGATGGT TCA.CGTAGTG 
CTTTGACGTT GGA.GTCC.A.CG TTCTTTAATA 
TCJU\CCCTAT CTCGGTCTAT TCTTTTGATT 
GGTTAAAAAA TGA.GCTGATT TAACAAA.AAT 
TTA.CAA.TTTC CATTCGCCAT TCA.GGCTGCG 
CTCTTCGCTA TTACGCCAGC TGGCGAAAGG 
AACGCCA.GGG TTTTCCCAGT CACGACGTTG 
CGACTCACTA TAGGGCGP..AT TGGCCACCGC 
l\TJ\.TATF...AT'l' J\'rTTCGi\CGG J\GCTTI''LGC]'i_n._ 

AATA.TGTCAG GCACTGGCTA 'l'TC'I'C/\T'l'A'l' 
G'l'TAA/\'l'AJ\'f' TG"I'GI\TTGGA Cl\C'I'TTTAG.l\. 
TA'l'ATP..ACAG "J'l\,,\,Cl\J\TCl\i\ J\'l'F\G'rGT'l''I'.l\. 

ACTJ\Tl\ATTC GA.l\'l'GATA'f'C A'f',rxTT'1'TTTA 
/\Tr~"',:rr~·r·rTT 'l'GI'V\TJV\CGl\ TF\TA,(;'I'TTCT 

GPv"\'I'GTCAGF" h'fl\TTGGI\.AA l\l\A.AA TT A 'l'G 

G'I'i\.P ... CTTi\"T'l\ TGTI'1.CGT'1'1'T'\ A'I''l'C'rGlV\AT 

l\TCGTGATG'f' C'fGA'l'G'l'Gll,,;, Tl.'l'T .l\GT fu~.lV\ 

TF ... 'I'GF.J\TACC A'I"I'l.ATGJ'\TA A'I'CGTTATl\.A 
CJ\ATATTTGT GAAT'I'GTCAA ATTT/\TTCTC 
Gi\TP.._T,"\GAP.A ATA'I';'\TT'I'l\T TGl\'I'AGA.AJ\'I' 
T.!':v-V;ATGT-.CJ\ TC..\.C'I''I'CJ\Cf"\ T'!'GTCCCTTT 
Gl\.fu;CCAC.l\'1' ATA'l'.l\TGTAT l\l\TATCGF\AA 
·rccTGGTTAT J-"'\.l\A'i'TTTGAG GACTCTAACC 
TTAE-..C'1"1'CAT ·1 .. rr..: . .r,·1·T·r·rcT GCCATGAACA 
TATCCCAATC GCATCGTAAA GAACATTTTG 
ATAA.CCAGAC CGTTCAGCTG GATATTACGG 
ACAAGTTTTA TCCGGCCTTT ATTCACATTC 
TCCGTATGGC AATGAAA.GAC GGTGAGCTGG 

CCGTTTTCCA TGAGCAAACT GAAA.CGTTTT 
TCCGGCAGTT TCTACACATA TATTCGCAAG 
ATTTCCCTAA AGGGTTTATT GAGAATATGT 
TCACCAGTTT TGATTTAAAC GTGGCCAATA 

TGGGC.AA.ATA TTATACGCAA. GGCGACAA.GG 
ATGCCGTCTG TGATGGCTTC CATGTCGGCA 
ATGAGTGGCA GGGCGGGGCG TAAGAGCTCA 
AATTAA.CTJ\..¡."\ CCTTTTTTCT TTAGTC.iAACc 
TTTTr"\.ATGG'l' TTATi\TGTGA CCA...-'1.TP .. CGl\T 
TTTTACCTTT CA.CCi\A.-"'\.TAC AAGTATCATG 

CTTTAACTA'I' J\.CATAATTGA ATCAATCAAT 
TGATT~'AAAA. G/\;":\.'l'/\TCTTT TGATATTTTG 
TAGAGATAJ\1\ CTAAAACAAG ACl\TTTATAG 

AATTTAJ\ATA J\TJ-\CPv-V-·•1\TA CTAA'1'TGAAT 
ACATTGAGAA GTTGAGG;;•rc AATTCCTTCA 
TA'l'GAGCTAG AGTCGTCAGA TCTATTGTCA 
GGAA'l'TGCAG AAACATCAAT AGGP..ACGATG 

TCATTTTCGT GGC'l'CAATCT ATCATCGGTT 
TCCTCG'I'ACG ATCTCTTGTA GCTCAACCTG 
TCGTTTGAGC TGAATTCGAT ATCAAGCTTA 
GTACCCAGCT TTTGTTCCCT TTAGTGAGGG 
TAGCTGTTTC CTGTGTGAAA TTGTTATCCG 
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CTCACAATTC CACACAACAT ACGAGCCGGA AGCATAAAGT G'rAAAGCCTG GGGTGCCTAA 
TGAGTGAGCT AACTCACATT AATTGCGTTG CGCTCACTGC CCGCTTTCCA GTCGGGAAAC 
CTGTCGTGCC AGCTGCATTA ATGAATCGGC CAJ\CGCGCGG GGAGAGGCGG TTTGCGTATT 
GGGCGCTCTT CCGCTTCCTC GCTCACTGAC TCGCTGCGCT CGGTCGTTCG GCTGCGGCGA 
GCGGTATCAG CTCACTCAAA GGCGGTJ\ATA CGGTTATCCA CAGAATCAGG GGATAACGCA 
GGAAAGAACA TGTGAGCAAA AGGCCAGCAA. AAGGCCAGGA ACCGTAAAAA GGCCGCGTTG 
CTGGCGTTTT TCCATAGGCT CCGCCCCCCT GACG!\GCATC ACAAAAATCG ACGCTCAAGT 
CAGAGGTGGC GAAACCCGAC AGGACTATAA AG/\TACCAGG CGTTTCCCCC TGGAAGCTCC 
CTCGTGCGCT CTCCTGTTCC GACCCTGCCG CTTACCGGAT ACCTGTCCGC CTTTCTCCCT 
TCGGGA.AGCG TGGCGCTTTC TCATAGCTCA CGCTGTAGGT ATCTCAGTTC GGTGTAGGTC 
GTTCGCTCCA AGCTGGGCTG TGTGCACGAA ccccccGTTC AGCCCGACCG CTGCGCCTTA 
TCCGGTAACT ATCGTCTTGA GTCCl'V\CCCG GT/\AGACACG ACTTATCGCC ACTGGCAGCA 
GCCACTGGTA AC.l\GGATTAG CAGAGCGAGG TATG'l'AGGCG GTGCTACAGA GTTCTTGAAG 
TGGTGt;CCT/\ ACTACGGCTA CACT .l:...GAJ\GG ACl\.GTATTTG GTATCTGCGC TCTGCTGAAG 
CCAGTTACCT TCGGAIV~VV\G AGTTGGTAGC TCTTGATCCG GCAAACAAAC CACCGCTGGT 
l\.GCGGTGGTT TTTTTGTTTG Cr"\AGCAGCAG ATTl\.CGCGCA GA.AAAAAAGG ATCTCAAGAA 
GATCCTTTGA TCTTTTCTAC GGGGTCTGAC GCTCAGTGGA ACGAAAACTC ACGTTAAGGG 
ATTTTGGTCA TGI\GATTATC N-..AA.1 ... GGATC TTCACCTAGA TCCTTTTAAA. TTAAAAATGA 
AGTTTTAAA.T CT...ATCTAA.AG TATATATGAG 'I'AAACTTGGT CTGACAGTTA CCAATGCTTA 
ATCAGTGAGG CACCTATCTC AGCGATCTGT CTATTTCGTT CATCCATAGT TGCCTGACTC 
CCCGTCGTGT AGATl\ACTAC GATACGGGAG GGCTTACCAT CTGGCCCCAG TGCTGCAA.TG 
ATACCGCGl\.G ACCCACGCTC ACCGGCTCCA GATTTATCAG CAATAAACCA GCCAGCCGGA 
AGGGCCGAGC GCI\GAJ\.GTGG TCCTGCAACT TTATCCGCCT CCATCCAGTC TATTAATTGT 
TGCCGGGAAG CTAGAGTAAG TAGTTCGCCA GTTAATAGTT TGCGCAACGT TGTTGCCATT 
GCTAC/\.GGCA TCGTGGTGTC ACGCTCGTCG TTTGGTATGG CTTCATTCAG CTCCGGTTCC 
CAACGATCl\.A GGCGAGTTAC ATGATCCCCC ATGTTGTGCA AAAAAGCGGT TAGCTCCTTC 
GGTCCTCCGA TCGTTGTCr-'\.G Ar'\.GTJ\AGTTG GCCGCAGTGT TATCACTCAT GGTTATGGCA 
GCACTGCATA ATTCTCTTAC TGTCATGCC/\ TCCGTAAGAT GCTTTTCTGT GACTGGTGAG 
TACTCAf-..CCA AGTCATTCTG AGAATAGTGT ATGCGGCGAC CGAGTTGCTC TTGCCCGGCG 
TCAATl\.CGGG ATAATACCGC GCCACATAGC AGAACTTTAA AAGTGCTCAT CATTGGAA.AA 
CGTTCTTCGG GGCGAAAACT CTCAF..GGATC TTACCGCTGT TGAGATCCAG TTCGATGTAA 
CCCACTCGTG Cl\.CCCA/-..CTG ATCTTCAGCA TCTTTTACTT TCACCAGCGT TTCTGGGTGA 
GCAAl\AACAG GTv'\.GGCAAAA TGCCGCAJ'-..AA AAGGGAA.TAA GGGCGACACG GAAATGTTGA 
ATACTCATAC TCTTCCTTTT TCAATATTAT TGAAGCATTT ATCAGGGTTA TTGTCTCATG 
AGCGGATACA TATTTGAATG TATTTAGAAA AA.TAAACAAA TAGGGGTTCC GCGCACATTT 
CCCCGTv'"\AAG TGCCAC 

Figura 7. Secuencia del vector pAC22CAT-1. En color negro se muestra el vector 
p-blucscript 11.en rosa las regiones 3'( inicia con el codón de paro de actina (TAA) y 5' de 
actina. en azul el gen ':c11. en verde las señales propuestas para dirigir el procesamiento 
(Py! (A)·•- "AAUU).de los transcritos y la poliadenilación de los mismos (TAAA). y en rojo 
la secuencia que une al gen cal con la región 3 9 de actina • esta secuencia involucra el sitio 
de cone para la enzima Sst 1 (rojo subrayado). 
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3.1 lli11ótesis. 

La región 3'UTR de un gen de actina contiene las señales que dirigen el procesamiento y 

poliadenilación del transcrito. 

3.2 Objetivo general. 

,_ Determiriar el sitio de poliade~ilación de Jos transcritos del gen reportero cal, expresado 

bajo el control de.las regiones S.' y 3' de ~n gen de act.ina, en TrichOnu~11c1.\~·vaginalis. 

3.3 Particulares . 

.- Establecer las con~,iciones ópt_imas . para la expresión de.~.ª enzirria_ clor:-anf"enicol acetil 

transferasa en Célul~S ·de "I'::: ~'CIK_illalis_ tl-ansfec~adas con el plásmido p~C22CAT- l._ 

-. •·· - - . --.-. -··· .·. . .. :: - . ; ·. -~· ' . . ·;. ; . . . 

:- Determinar. ~I (los) siÍ:i~s ~~ po~~~dénilaci~n de ."10~ transcri.l6s ·dél··~·en ·.~ep~rlero cal en 

T. vc1gi11<1/is. 

;.. Comparar Jos sitios de· potiadenilación de los transcritos del gen reportero cal con Jos 

sitios de poliadenilación de. JoS transcritos de actina de 7: VUJ.:i11a/i ... ·. 

23 



24 



4.1 Cultivo de Triclu.111101111.\· ''11gi1111li.\·. 

Los parásitos del aislado CNCD147 (donado por Ja Dra. Rossana Arroyo del 

CINVESTA V. IPN). se cultivarán en tubos de vidrio de 1 O mi con tapa de rosca a 37ºC .. en 

medio TYM (trypticase-yeast extract-maltose) (Apéndice A), suplementado con 10% de 

suero de caballo (GIBCO) previamente inactivado a 56ºC por 30 min. Para el 

mantenimiento del cultivo se realizan súbcultivos cada 2 días. tomando como inócuto 

inicial 0.5 x 1 0 6 parásitos por mi. 

..a.2 Transf'ormación de E . .;c/1eric/1i11 c:oli. 

Se creció un cultivo de la cepa E. coli JM t 09 en 30 mi de medio LB a 37ºC 

durante toda la noche con agitación (5.000 rpm). AJ día siguiente se inocularon 30 mi de 

medio LB con 1/100 del cultivo anterior .. se incubaron a 37ºC con agitación (S,000 rpm) 

hasta que alcanzó una densidad óptica de 0.5 a 550 nm;· en este punto las células se 

mantuvieron en hielo durante 1 O minutos. para después centrifugarse a 5,000 rpm en un 

rotor Sorvall SS34 durante 5 minutos. Las células se resuspendieron en la mitad det 

volumen original (15 mi) de una solución fria de CaC)z lOOmM y se incubaron en hielo 

por 15 minutos. Terminada la incubación se centrifugaron las células a 5,.000 rpm (Sorvall 

SS34) por S minutos. Las células se resuspendieron en 1/15 del volumen original (2 mi) de 

una solución fria de CaC)z 1 OOmM y se incubaron en hielo por Jo menos 30 minutos o rrias: 

terminada esta incubación se tomaron 200 µI de células en un microtubo de -J .5 mi. y s~ 

agregaron aproximadamente 50 ng del DNA que se desea tra~sformar. en u~ Volumen no 

n1ayor a 1 o µI, se incubaron en hielo durante Jo minutos .. Terminada.Ja incub8~Íón·-; S~-tes: 
dió a las células un choque térmico a A2 ºC por.-45 ~egu·nd;~!(y. se:;~~rC'.·~~;r~_n·i~'h¡~Jo~·:'p3ra 
agregarles 800 µJ de medio LB e incubarlos ;..37 ºC. por4s minutb;> ~':'··. ,•c.'.-''.':. ' 

En cajas de LB+ ampicilina (10~ µg/1111) se siembran 1!io (Ío()l.it)/~(IOdeh1s 
::c:::::::sn:o1r:;~:~;:r::e::r:i:~~JdJ~e:1t~~ti~::;~:~~~~i~~~~t~ri:~~r;~:: 
residual de medio después. de d.esCc~~r él s9~.r·en,ada:·n1e: :Las··~~ja~~-s~--~riCUb_aron ·a J?~.c -~oda 
Ja noche. 
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4.3 Obtención de DNA plnsntidico (ntini- 1>rcparación). 

Se tomó con un palillo estéril una colonia de las bacterias transformantes .. se· colocó 

en tubos de vidrio estériles con tapa .. que contenian 3 mi de medio LB con el .antibiótico 

apropiado y se incubaron a 37ºC durante toda la noche con agitación (S~Ooo· rpm). Se 

transfirió 1 .5 mi del cultivo bacteriano a microtubos de 1 .5 mi .. se centrifugó a 12~000 rpm 

durante 30 seg .• se retiró el sobrenadante y se colocó el cultivo restante en el mismo tubo y 

se volvió a centrifugar en la misma forma. Se retiro el sobrenadante .. el b~tón· .. c~Iular S~ 

suavizo mediante agitación en vortex. se agregaron 100 µI de so!ución 1 fria· (~~ .. :mM 

glucosa .. 25 Mm Tris-HCI pH 8 .. 10 mM EDTA pH 8) y se mezcló en vortex nuevá~ente .. 

Se agregaron 200 µI de solución JI recién preparada (0.2 N NaOH .. 1%SDS) .. se mezcló el 

contenido invirtiendo el tubo en 5 ocasiones y se incuba en hielo dura~te 5 : ~in~. S:e 

agregaron 150 µI de solución 111 fria ( 6 mi de acetato de potasio 5M .. 1.1 mi de· ácido 

acético glacial y 2.85 mi de agua bidestilada estéril). se mezcló en vortex suavemente y se 

incubó en hielo durante 5 min. Después se centrifugó a 12,000 rpm durante 5 min ... se 

transfirió el sobrenadante a un microtubo limpio y se agregaron 250 µ) de f"enol y 250 µI de 

cloroformo. se mezclo en vortex. y se centrifugó a 12 .. 000 rpm durante 2 min. Se transfirió 

la fase superior. sin tomar la interfase~ a un tubo limpio y se agregaron soo: µI ~e 

cloroformo. se mezcló en vortex y se centrifugó igual que en el paso ani.erior. Se_ triin_Sfirió . 

nuevamente la fase superior a un tubo limpio y el DNA se precipitó. con 1 mi de· etanol·· 

absoluto .. se mezcló en vortex y se incubó a temperatura ambiente duraOte 1o·mi.:.·u~~s:~ ~~~ 
último se centrifugó a 12.000 rpm durante 5 min .• se retiró el. sobrenadáril~····y·~e·:·1avÓ· . .-el · 

botón de DNA con etanol al 70% frío. se volvió ~ ce~trifug·ar .. · se::r~_Íira,·~_.la ::~~):~~¡~·~.: ~C ·. > ·· 
lavado y el botón de DNA se secó al aire ~ur~n~e· .. 5.··· ~¡·.'.¡: .... ·Et.: D~:¿ ::\·~.i~~·~.~iC~ .:·se·· 

rcsuspendió en 50 ~LI de amortiguador TE [T~is 1o:m1v¿ EDTA 0.2 ~M]~~ri,,ru:;¡A~~~ (ZO 
µg/ml). se incubó a 37ºC durante 30 min. y sc'~u~~~ó· ~~:2'?~·~· .· 
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4.4 Preparación de DNA de plásn1idos (midi-pre1>). 

Se realizó un cultivo del plásmido pAC22CAT-1 con 75. mi de.medio LB más 

ampicilina (IOOµg/ml). y se incubó a 37ºC toda la noche. AJ siguiente día el. c~-Í~ivo· se 

centrifugó a 6000 rpm (Sorvall GSA) por IS minutos a 4ºC, se dese.chó.'e~.So~~e~~-d~n~e y 

el botón celular se resuspendió en 4 mi del amortiguador P 1 (plas..;,id mid(kit" QIAGEN); 
~ -·- , ' ,,, '· '--~ .. --·· -- ' . " 

posteriormente se le agregarán 4 mi del amortiguador P2 (plasmid ínidi .• ki('9IAGEN) 

mezclándo por inversión 4 ó S vece~ y se incubó a temperatura ·ambi·e~~~-:~J~~~,t:~:-~·:·~¡~~tO~. 
Terntinada la incubación ~e adicioÍlarón 4 rril del _amort~g~~do~ :.-~-~ _/ ~p~!~~~i_'~'i{if~~r~:~-¡J 
QIAGEN) frío~ se mezcló inmediatan;-ente por inversión--~ ó -~. ~e~~5·:~:'_Sc:(inC~b.? ~:·-:~O'. ~i_élo 
por 15 minutos. Se centrifugó a 13,000 rpm (Sorvall SS-3.~) dura.;t¡; 3 '.c>,-~i~J~ci~.,~ ~~~: El 

sobrenadante se colocó en ot~o tubo y se .ce~trif~gó · n~~~~rriin~~,·-~;;~::·~~~;~~~{~~;~~·~-~~~~./~s 
condiciones anteriores~ terminada la centrifug~".ióri'·: se ·1.orTi6_:: ~·n·a··:.·-~:~~~i~~;yd~';-~~~~): ~I ~- dei' 
sobrenadante que se guardó para an3Üzar p~~tCiiOrment~ -~na·'aÜC~OÍa· d~.: é~t·;;'·i;~·~:~~:-:g~·(d~ 

. ' . . • • . •· _:, • :.:e;~ '··-¡: ··•. 
1 

O/ ;, :.:::·,. . ,. . -

agarosa a 1 "º· .. .":. - . :>:· _<-~-~ ···:~.~;i{{~{~~'·t'{:·· ~ _ . 
Cinco minutos antes de que t:e~~in~~a -~:8:: ce_~t~ifu~ac~-ón ·-~~-:-~~':1¡.~~~!.~\ ·. ~~--~\~:~?1:'~-"ª 

(QUIAGEN-tip 100) agregándole 4 mi del amortiguador QBT (plasmi_d :.ni,d}. kif Ql~t:JEN) 
vaciándose la columna por gravedad' .. -EI_ sobrenad~nte ya centrifu8ado·:·P~i-:·~eg~.i~'d~3~~~z :~e 

pasó a través de la columna; ·se recibi~ ~·~-~·~~~º e~ ~ri- _tUb~ cÓ~ic~. ;de ~.º_;_~i,~~-:d~~~~-~.~6-~J~_~d·a 

::::::":~~.~::":. ~~;'..·;:;. :::~.:º::~::_:;~~i.I~~~S ·. 
dos veces .. cada eluido se r~~i-~~~ -~~·.un;~~~~ ~-ó~ico d~ SO m~ ~ ~~.~~~~ u:na .. ~~~.~~r~-,.~~ -~_qo· 
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sobrenadante se decantó con rnucho cuidado para no perder el botón de DNA .. este se secó 

al aire por 5 .ó.- 1 O 

111inutos y se resuspendió en 250 µI de H 2 0 bidestilada estéril. El DNA se guardó en un 

tubo microtubo de 1.5 mi a -20 ºC. 

4 .. 5 rrrnusfección de Triclun1101111.. .. · 1•11gi1111/i ... . 

Para el cultivo inicial de 7: va¡:inali ... ·• se preparó un tubo de cultivo que: contenía 6 

mi de medio TYM, 0.6 mi de suero de caballo inactivado por c~lenta~ÍentÓ(GIBCO BRL), 

y un inóculo de 4 millones de células; se incubó a 37°C duraóÍC ~~.·~.6·r~·~'.· .. ~-~ .. ·~:~~ir~de_ este 

cultivo se inocularon dos botellas con capacidad de 200 mi·; en c~~a-·b~"t.eq~.:~.~··~-o·~cáron 50 

mi de medio TYM, 5rnl de suero de caballo (GIBCO BRL), y 20 'i.:íítib;,¡,'~ ·d~ células; se 
; ':.· '. ·.z, -~, .- . 

incubaron a 3 7ºC durante 24 horas. 

Pasado el tiempo de incubación. los cultivos se juntaron en· u~·.i~asCC: e~iéru' de 500 

mi. se mezclaron pcrfectarncntc y se tornó una alícuota del cultivo pa~ii;::~~~t-~:r: ;;J n.úme;ro de 

parásitos. El resto del cultivo se centrifugó a 3000 rpm por JO i:nin.ut¿;~~~--,4~c='én -~n .. roior 

GSA. Se desechó el sobrenadante y el paquete celular se resuspCndió·S~~~~~~·~~~ ·e~'.20 mi 

de solución Zimmerman fria. Las células se centrifugaron a 3,ooO ... ~p·~ ·:d·u~ni~t:¿-;).·((m.inutos 
a 4ºC. en un rotor SS-34. El paquete celular se resuspende en -soluci~~ :d~-:"~~~mer~an 
suficiente para llevar a una concentración final de 600.000 células/µ1.· .'Las·'~éi'Ulas de T. 

w1}:i11a/i ... · se transfectaron mediante electroporación. Para la elect~.~~~~~ción - se -.utilizaron 

celdas (electroporation cuvette plus. 2 mm Gap. BTX) con_ 40_9 µl.'~:.d~~~~~~~uias preparadas 

como ya se describió. 50 µg del plásmido pAC22CAT-1 en un voluiñ~rl ·n.o mayor a 15 µts. 

Como control negativo se realizó otra clectroporación en · igu.ales .-· '?ondiciones. pero 

utilizando el plasmido pACT22GFP. Las celdas se incubaron en hielo por 5 minutos. 

La ctectroporación se llevó a cabo con el equipo B"!X electroporation system, 

electro cell manipulator 600. Las condiciones iniciales fueron. u.~ P':'lso a 1,500 µF. 360 V y 

13 Ohms. Después de elcctroporadas las células se dejarOn ·a· tCmperatura ambiente por 

5 rninutos; a continuación cada electroporación se transfiñó a una botella de cultivo de 50 

mi de capacidad que contenía 15 mi de medio TYM y 1.5 mi de suero de caballo, 

prcincubada a 37ºC. Las botellas se incubaron a 37ºC durante los distintos tiempos a 

ensayar ( ver sección 5. 1 de resultados). 
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4.6 Prcr>arnción de extractos 1>rotcicos de Tric/u.1111on11.\· 1111gin111i ... · • 

Los extractos proteicos se obtuvieron de los cultivos de .T. v_agina/is tr':ln~Cectados 

por electroporación (secc.4.5) de la siguiente manera: Se transfiriéro':l 3 mi -de· cultivo a 2 

microtubos de 1.5 mi y se centrifugaron a 3.000 rpm por 5 minúto~ . a 4ºC en una 

microcentrifuga. El sobrenadantc se eliminó y las dos pastillas se, i:-esuspendieron en un 

volumen total de 1 mi de solución TEN (Tris 40 mM pH=S. EDTA 1 mM pH=S y NaCI 

15 mM. estéril); las células se centrifugaron a 3,000 rpm durante· J 5 ·segundos a 4°C y se 

eliminó el sobrenadante con una pipeta; este último paso se repitió una vez más. Finalmente 

el paquete celular se resuspendió suavemente en 75 µI de Tris 25 rñM pH=S. únicamente 

con la pipeta. Las células se lisaron con 3 ciclos de congelación.:.descongelación en 

nitrógeno liquido. Inmediatamente después del último ciclo, los tubos se incubaron a 37ºC 

durante 5 minutos. y se repitieron dos ciclos mas de congelación-descongelación. A 

continuación los tubos se incubaron a 65ºC por 1 O minutos. se mezcló el lisado con la 

punta de una pipeta y se centrifugó en una microcentrifuga a 14.000 rpm por JO minutos a 

4ºC. Los tubos se mantuvieron en hielo. los extractos proteicos se aJicuotaron en 

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

4. 7 Ensayo para .medir.la actiyidad enzinuitica. de la cloranfenicol acetil transferasa 

(CAT). 

En estf:: ensaY~:se to~aron en cuenta todos los lineamientos para el manejo de 

material radio~"C~-~i~~-{ · 
Se ~r'eJ~ró. Li~a-solución de [3H]-cloranfenicol 0.2µCi/µI (ver apéndice D) y se 

diluyó a una cc:>n~e~t~ación ~e O.Ot1-1Ci/µL También se preparó N-Butiril-CoA 2.5mM en 

acetato de sodio 1 O mM pH=S. 

Para el_ensayo CAT se utilizaron los extractos proteicos de T. vc1gi11c1/i ... · (secc.4.6) y 

se incluyeron 1.os 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.-Enzima CAT O.O 16 U/mi 

2.-Enzima CAT 0.008 U/mi 

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

ensayo. 

La mezcla maestra para 8 reacciones se preparó de la siguiente forma: 

Solución. 

-160 µI [3 H] Cloranfenicol (O.O 1 µCi/µI) 

- 80 µI N-Butiril-CoA 2.5 mM 

- 80 µI Tris 1 M. pH=8 

- SO µI Agua bidestilada estéril. 

- 400 ~ti Volumen final. 

Se prepararon las siguientes reacciones: 

[ ] final en la reacción 

0.2µCi 

0.25mM 

IOOmM 

1. 50 µI de Tris 25 mM pH=8 (control negativo de la reacción). 

2. 48. 9 µI de Tris 25 mM pH=8 + 1.12 µI de la enzima CAT dilu;,ión 1: 1000 en 

Tris 25mM (0.008U) [control positivo de la reacción]. 

3. 47.8 µI de Tris 25 mM pH=8 + 2.24 µI de la enzima CAT dilución 1:1000 en 

Tris 25 mM (0.016U) [control positivo de la reacción]. 

4. 45 µI de Tris 25 mM pH=8 + 5 µI del extracto proteico de pAC2.ZGFP(c~;:.trol negativo 

de transfección) . 

5. 45 µI de Tris 25 mM pH=8 + 5 µ(del duplicado del extracto._l".;,te.ico ·de pAC22GFP 

(control negativo de la transCecci:ón?[dup~icado]. .' > ·~ <.·.:·-· ,~. 

6. 45 µI de Tris 25 mM. pH,;,8. + 5 µI del extracto proteico de pAC22CAT-1. 

7. 45 µI de Tris 25 mM pH=8 + 5 µI del extracto proteico dé pAC22CAT~I (duplicado). 
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A cada tubo se Je agregaron 50 µJ de Ja mezcla maestra pa~a tener un v0Ju111en final 

de 100 µJ. Se incubaron Jos tubos a 37ªC durante 2.5 horas. Terminado et tiempo de 

incubación se extrajo el cloranfenicol diacetiJado mediante una extracción con Xile~ci; 'para 
·. ·'··· : .. ·. 

esto se agregaron a los tubos 240 µI de xileno. se vortexearon muy bien· Y .. _se. ceriirifiigan a 

14.,000 rpm durante 2 minutos., se tomaron 180 µ1 de la fase.~~g~~i~.~-;(~~~·~;(ci~J.':;-~·:·~é
colocaron en un nuevo tubo marcado con un asterisco. Se reali~·ó \;t~·:;:;~;i~a:~~i'ó·n~··. 
agregándole 210 µJ de xileno a los tubos con Ja r.eacción .ori.~in~~·y·.~·~;,·r~~~~;~~t~·J.'.··fu~:~m:a·· 
procedhniento anterior., ahora se tomaron 200 µI de la fase .orgá~i~·a y··Se~~~J.~·¿~;·~~·~.'.,~~-.!os, 
tubos marcados con un asterisco para un volumen final de 3Sq µIS~: J!\. ioS .tub~~s·:::·~~n.:~~~~-·~:~µ1 
de xileno se les agregaron 250 µI de Tris 25 mM pH=S, se vortexe~rorl p¡,·~jQ"~~~~~·dQ~ Y· 

- . ' -~ . .. ... . . . . . ·~· . 
se centrif"ugaron 2 minutos a 14.000 rpm; se tomaron 330 ·µI de la'·raS~:orSániC~:·.y·:,se 
colocaron en nuevos microtubos. a estos tubos. se les agregaron 3ciC» µ(_:d~. ~T~i:». 25 ... ~i\.1 ~
pH=8 se mezclaron en vortex muy bien y se centrifugaron a 14,000 rpm.Por.do·s·mióutos. 

se tomaron 300 µI de la fase orgánica y se colocaron en viales que Có-~teni~n· .. IÍc]uicio de 

centelleo. Las n1uestras se leyeron en un contador de cent'eireo en el ca~~(de t~itiá ( ver 

resultados). 

4.8 Cuantificación de Proteína. 
' '. 

Para reportar Ja actividad de. cAT /µg de prOtCiri'a se'· cuantificó la cantidad de . 

proteína ~n -.lós extractos mediante el m·él~d~·-de ~"ia~:li~·rd.'(~r~d[ord:o __ .1.976). ·Se utilizó una 

curva patrón de _albúrÍlina sérica .~oViOaº· ~--·.'.-~i.~~~C-~te:~. ;-~~~C-~ntra·C?iÓn~s (2. 4, 6. 8 y 

10 µg/ml). 

En un miérotubo de 1.5 mi se c0_locar6.n ~5 ·µ~. ~-ej~".ri,u.~~-Í~~ ~ cua~~ific~r + 795 µI de 

agua bidestilada estéril. A estos tub.~s se.les_8g~egó·2_<?0 ~I ~el:r~3:~~~~~.Azul de Coomasie 

(Biorad). se vortexearon vigorosameÍlte- Por 30 segi.a~doS~~;Y ~-~~-~:·~.~~~~~r_o~ a temperatura 

a111biente por 1 O minutos. Las muestras ·se JCyeron en él C:specirófólón',~t-í-0'· ~·_595 nm., antes 

de que transcurra una hora de·. re~lizada la ·_·reacción.'., Los ~d~t~~·.::~~~~~'. ·Ja·. curva patrón se 

graficaron para interpolar laS lecturas ·de las ni'uestras. 
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4.9 Extracción de RNA total. 

Se ex.trajo RNA total de parásitos transfectados de··,._, acuerdo·:aJ ·siguiente 

procedimiento: · 

Se utilizó un cultivo con 120.000,000 de parásitoS J~s cU'áie~·-~·~ c~-~tri.ft.igaro'n en un 

tubo cónico (Nalgene) de IS 1nl a 3,000 rpm por 10 miOutClS·, .. ,á::~;;,'(:~~-~ una centrifuga 

clínica. El paquete celular se resupendió en 6 mi d.:! PBS(a~~~-¡~¡.~~~; s~lino ·de fosfatos) 

preparado con H 2 0 DEPC. Se tomaron alícuotas de J mi.en miCrotÜbÓs de 1.5 mi y se 

trataron de la siguiente forma: se centrifugaron 1 min. a 14,00.Ó ;~~rñ .a. 4°c~ se .desechó el 

sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 1 mi d;, TRIZOL CGIBCO BRL). Las células 

se lisaron mediante pipeteo y el lisado se incubó 5 min~ióS. a~ t~mp~ratura ainbiente para 

disociar complejos nucleoprotéicos. Se agregó a cada tubo 0.2 mi de clorofonno. se mezcló 

por inversión 15 segundos. se incubó 3 minutos a t~.Olperatura ambi~nte y se centrifugó a 

14,000 rpm durante 1 5 minutos a 4ºC. El RNA se P'."ecipi.tó _de la· fase acuosa con O.S mi de 

alcohol isopropilico. durante 10 minutos a temperatu'rci _ambiente. Se centrifugó a 14,000 

rpm durante t O minutos a 4ºC. el sobreri.ada~·t.e .. 'Se elin:iinÓ y ~e. lavó el botón d_e RNA c.on 1 

mi de etanol al 75% (1-120 DEPC). El botó.nde RNA se secó y se resuspendiÓ. en 30. µI de 

1-120/DEPC. . . •. . / .". 

Se valoró la integridad_ del, RN~.~. eno.·UO-:.sel-; de." 8gár0s3. ·ai-··a.so/c>··~en TBE-: lX 

preparado con H 2 0 tratada-~º~ .-r;e·~·ct~i :~~(-~é~ ·~~~·~ió ··~":~ó ~,;it~~ d~~a~t~·j~ ,· h~~~-

'·'·' •:•~:;::•;~ 'r,,7~~1~1~· ~,L,,~ ¡.• ~ri:.~ f.~:·~º'' A. o•m=odo cl 

Quick Prep Micro 'mRNA:;·p~rÚi¿atioÍl kii ·?cAmCr~h8.r:n·.·PharnláCia:- Biotech). ·.En este 

procedimiento se utilizó ~na.reS~~a,:[oiig~(dT) C.ellulosa] ·para s·~par~r el RNA p~li Á~. 
Se panió de 2.2 µg ~e RN.A total de 7: vaKi11alis resuspendidos en 30 µIs de H20 DEPC; se 

adicionó 0.4 mi del amortiguador de extracción [Quick Prep Micro mRNA purification kit 

(Amersham Pharmacia Biotech)]. 0.8 n1l del amortiguador de elución [Quick Prep Micro 

rnRNA purification kit (Amcrsham Pharmacia Biotech)] 1 µI de aligo (dT) celulosa. se 

mezcló suavemente por inversión durante 3 minutos. se centrifugó a 14,000 rpm por 10 

segundos y se eliminó el sobrenadante. La resina se lavó cinco veces de la siguiente 
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manera: se resuspendió en 1 mi del ainortiguador de alta sal [ 1 OMm Tris-HCI (pH 7.5). 1 

mM EDTA. 0.5 mM NaCI] se centrifugó a 14.000 rpm por 10 segundos y se eliminó el 

sobrenadante. Posteriormente la resina se rCsuspendió en l mi del amortiguador de baja sal 

[ 1 O mM Tris-HCJ (pH 7.5). 1 mM EDTA. 0.1 M NaCI] por inversión. se centrifugó a 

velocidad máxima por JO segundos y se eliminó el sobrenadante; este procedimiento se 

repitió 2 veces. 

La resina se resuspendió en 0.3 mi del amortiguador de baja sal. se transfirió a la 

columna (microspin column) que se coloca dentro de un microtubo y ~e · ce~trifbgó a 

velocidad máxima ( 14.000 rpm) durante S segundos. Este proce_so_ ·se_ realizó dos veces 

111as. utilizando 0.5 mi del amortiguador de baja sal y tubos nue.~os~·, 
El RNA poli A(+) se eluyó de Ja resina de-·ta-·siS~i~~te:_·~-~ri~~~~-',~L~··c·~:lurTína se 

colocó en un microtubo de rosca. y se le agregó 0.2 mi dél ~m~nig~~d-~,r _d~ ~~-~;C~_ón:a ~S~C .. 
la columna se centrifugó a velocidad máxima durant_~_·S_'.·~~~~-~~~~/'i·;~~'_;~~~rd~~~~e_l_.elualo 
que contiene el RNA poli A+. La columna se lav~ con:o:i:'~·¡~~~"(~~¿~¡~~~~~·~:d~ ~iuci.ón 
a 65°C y se repitió el procedimiento anterior. - ·· . .' ... :.~:··,!·'·:-'·_:··,~;:,:;~· ·.~··(·.' , , 

El RNA se cuantificó por espectrofotom~tria_· d.e ._·1_~·;;~~~-~-(~;;'i_~·~~~~~~-;~::. ,_·e.(. ~A se 

diluyó t: 100 en amortiguador de elución. en un volUm~n t.Ota1·Cl~-SQÓ:·µ¡~· ... ·E~ .. ü,:¡a· c~ld~· de 

cuarzo se leyó la absorbancia a A.=260 nm y A.~280 nr:;.~:~~-. ~~~~~~·t·~·~¡·6·~'-d·e .RNJ.. se 

calculó utilizando la fórmula: 

1 o.o.,.º= 40 ~·s RNNml 
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4 .. t O An11>lificncióu rJit>idn de extremos 3• de cDNA (3' RACE) .. 

La técnica de 3' RACE incluye_ los_ pro~~sos ·de:_ a) síntesis de cDNA a partir de 

RNA poli A+. b) amplificación del extremo· 3' de~ cDNA del gen a estudiar mediante PCR 

y e) clonación del producto de PCR purificado. 

a) Síntesis de cDNA de 7: vctginalis. 

Se utilizaron 500 ng de RNA polia A+.dC ~ vagina/is en un volumen de 25 µIs; se 

agregó 1 µl (10 picomoles) del oligonucleótidO·Ap_· (adáplt!r.pri111er): 

[5'GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTI 111111 JTTTTT-3']. se incubó a. 70°C 
" " 

durante 1 O min y se colocó en hielo durante 1 min. Se agregaron 4 µJ de amortiguador 1 OX 

Expand HF (Boehringer Mannheim). 2 µI de dNTPs 1 O mM (Gibco BRL), 4 µI _de MgCl2 

25 mM (Boehringer Mannheim) y 4 µI de DTT O.IM (Amersham Life Sci.;,nce). 's.;, m.,,;dó, 

y se preincubó durante 5 min a 42QC: ·se adicionó 1 µI de enzima transcriptasa r~versa 

(200u/,_tl. Superscript II BRL) y se incubó durante ·so min a 42QC. La enzima se inactivó 

durante 15 min a 70QC. Posteriormente el RNA se degradó con 1 µI de RNasa- H (1 :s u/µI. 

Stratagene) a 37QC durante 10 min. 

b) Amplificación de los extremos 3' de cDNAs de CATpor medio de PCR. 

En un 1nicrotubo dC.o.s mi ¡iara-PCR:Se-éoJOcilron 4 µI de cDNA de T.. vaginO/is 

(inciso a) 5µ1 del amortiguador Expand HF IOX. 3 µI de dNTPs 10 mM (Gibco. BRL). 6 µI 

de MgCI, 25 mM. 27.5 µI de agua bidestilada. 2 µI (40 picomoles) del oligonucleótido 

AUAP-B [5'-GGATCCGGCCÁCGCGTCGACTAGTAC-3']. 2 µI, (40 ºpicomoles) del 

oligonucleótido CAT 1 o [5'-CACA TTCTTGCCCGCCTG-3']. 0.5 "Jil de la en2:ima Expand 

High fidelity PCR system (3.5xl03 u/mi) .. La reacción se llevó a"·c,abo en un.volumen total 

de 50 µI y consistió de 30 _ciclos.de 1 111in. de desnaturalización·a'94ºC .. ·2 min. de 

acoplamiento a 42°C y 3 min~ de'ext~~sión·a 72QC . ." ··s~guid~~,-~-~~~-S-:.~i~_.,·:·de extensión a 
•' . ',,'·,;o' ,-. .•.. · 

72°C. \ <;,. 
Para realizar una segund.;· amplifi=éión del cbN°A '•d:·., CAT ,'(PCR anidado. o 

··nestcd .. ). se colocaron 0.5 µI del producto d~ PCR d.; la prim~..iarii"pÚ!i~ación, 5 µI de 



amortiguador Expand HF IOX (Boehringer Mannheim). 3 µI de dNTPs 10 mM (Gibco, 

BRL), 6 µI de MgC'2 25 mM (Boehringer Mannheim), 31 µI de agua bidestilada, 2 µI (40 

picomoles) del oligonucléotido AUAP-B [5'-GGATCCGGCCACGCGTCGACTAGTAC-

3']. 2 µI (40 picomoles) del oligonucleótido CAT 11 [5'-GAGCTGGTGATATGGGAT-3'] 

y 0.5 µI déhi enzima Expand High fidelity PCR system (3.5 x 103 u/mi). La reacción se 

llevó a- ca~o. ·en un volumen total de 50 µJ y consistió de 35 ciclos de 1 min de 

desnaturalización a 94ºC. 1 min de acoplamiento a 55 ºC y J min de extensión a 72 ºC~ 

seguid.os Por 5 min de extensión a 72 ºC. 

El producto de PCR se analizó en un gel de agarosa al 1% en amortiguador TAE IX 

pH= 8 (40mM Tris-acetato. lmM EDTA). La banda del tamaño esperado se cortó y se 

purificó mediante un kit comercial (Quiagen). de la siguiente manera: Se pesó el fragmento 

de gel y se colocó en un tubo eppendorf de 1.5 mi. se le agregó 30 µI del amortiguador. 

solubilizador de gel L 1 por cada 1 O mg de gel. y 1 µI de la resina de silica por cada 1 O mg 

de gel. Se incubaron a SOºC por 15 minutos mezclándose en vortex cada 3 minutos J:tast8 .la 

disolución del gel; a continuación se incubó 5 minutos mas sin mezclar en vortex. Se 

centrifugó a 12.000 rpm por 30 segundos. se descartó el sobrenadante. y la resina s~ 

resuspendió en 30 µI del amortiguador LI por cada 10 mg de gel. Se centrifugó a 12.000 

rpm por 30 segundos y el sobrenadante se descartó. La resina se resuspendió en 30 µI del 

amortiguador L2 (que contiene etanol) por cada 10 mg de gel. se centrifugó a 12.000 rpm. 

durante 30 segundos. y el sobrenadante se descartó. Se repitió el último paso. se 

removieron los restos de etanol que pudieran quedar y la resina se dejó secar al aire. 

Finalmente Ja resina se resuspendió en 20 µI de solución TE y se incubó a SOºC durante· S 

minutos, mezclandolo una vez durante la incubación: se centrifugó a 12.000 rpm durante 30 

segundos y se recuperó el sobrenadante que contiene el DNA. 

C) Ligación del productos de PCR eH el vector TOPO (lnvitrogen). 

La clonación en el vector TOPO se basa en la reacción que se lleva a cabo entre la enzima 

topoisomerasa 1 del virus de la Vaccinia y el DNA del vector plasmidico. la enzima corta 

después de la secuencia 5'- CCCTT de cada una de las cadenas del DNA (en este sitio se 

ligará el producto de PCR) y se fbrma un enlace covalente entre el grupo3' fbsfato del sitio 
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de corte y el residuo de tirosina (Tyr 274) de la topoisomerasa. Este enlace es atacado por 

el grupo S~ hidroxilo de la cadena de DNA liberando a la enzima~ haciendo eficiente la 

clonación del producto de PCR con et vector. Se puede transformar' en ·céh:llas 

químicamente competentes o bien en células electr~competentes. El vect_~r !<?P?- ~¡e~e en 

su genoma al gen ccdB que es un gen JeiBI ~e~- coli .. este gen_esta unic;t_ci ·~¡ ·.c·,t:ei:~i~~l"d~l 
fragmento LacZa y al ligarse el producto de PCR se inhibe la exp-~"éSiÓ~ - :d~~' dié:h~ ~ gcitl .. 

permitiendo crecer únicamen~e a las colonias recombinantes rePre~~~~~~~~V:'.d~~----~~~~-;-f~~~-~·la 
una gran alternativa para la clonación de productos. ·.r;·~ ··. 1 .,··-· ·~·;··· 

Se clonaron de manera independiente tanto _el productO" de·._,PcR··~~id;do~·::'ci~~O-. Ja 
, . ·, . ' .•. -e~' '... ' .. . . . 

banda de 500 pb purificada.. de la siguiente manera: En un· miCr~~~~-~ :-. _d_~·~p~~-<~~-: ··se 

colocaron 2 µI del producto de PCR (completo o purificado por gel);:o'.'s°:'µ) 'd.;i 1~\61u~ión 
diluida de sal (Zero Blunt TOPO PCR Cloning. lnvitrogen). y 0.5 µI del .. vec¡or :;:ÓPO. La 

mezcla se incubó por IS minutos a temperatura ambiente para qüe.·se- lleYa.ra: 8.·-cabo la 
- .-:• . ,·«.--·-

ligación. Posteriormente se agregaron 2 J.tl de Ja reacción anterior.· a-; úri; ~ia.J '.dé 'célt'.alas 

con1pelentes (E.coli .. ya incluidas en el kit) n1ezclándose tigeram~~~-~·~,- -~as c~iulas se 

transfirieron a una celda para electroporación de O. 1 cm de diá"1.~~~t?~~··:· ~~-:~J~ét~<?p~rar~n a 

2.46 kvolts9 y se recuperaron inmediatan1ente en 250 µI, de· m~d¡~·,-.·Soc ... : La; "1ezcla se 
.. · ...... >·,:. _;_·:: :' 

transfirió a un tubo cónico (Falcan) de 15 1nl y· se. incubó-- a J7· __ ~C/j:)Oi.'úrla-.h6ra con 

agitación a 500 rpm. -,:~·,"' ·~-· -

Después de la incubación se sembró 1/10 (30 µI) y 9/10 (270 jil),de ~ad~, ~l~ct~~p-oración 
en cajas de medio LB sólido+ kanamicina (50 µg/m.!):~-,~~~ ~~j;;:~.t~~;_·¡~~~·¡j;~?~ a 3.7ºC toda 

la noche. 
. ,,. 

4.11 Selección de clonns positivas mediante hibrid·~~~·Ó11~ _'._:_-~·"·;:~·~,:~. 
Las colonias que se obtuvieron en Já~ , c~j~S '-:_~e . fi'.iediÓ · 

parcharon por duplicado en cajas de medio LB.~+;k·¡¡~a-mícf.:.;i:(·S-cf'¡:{g/~1i.··,f~.Ja:-·siSUiente - ' -- ; . . ..... , ' .. . '" . . ... ,, ~' .- . , .. ' " .. 
manera: se colocó una plantilla cuadriculada y numer~dil biÍj~-~~a·_~c_~j~-p-~t~_-:Y:_f:_n~ ~da Lino de 

los cuadros se sembró una colonia distinta. mCdian~~. el ú_sO',~c:i'- p.áli~IO's"-·~~tériJCS. L~s. cajas 

se incubaron a 37ºC por 24 horas. El duplicado de cádB cajn.-s~ g~a:rd_~- -~· ~~C para· recuperar 



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

siguiente manera: 

Se cortaron filtros de nitrocelulosa del tamaño de la base de la caja petri ; se colocó un 

filtro sobre una caja petri. evitando que quedaran bu~bujas de aire. durante un minuto sobre 

las colonias parchadas; se marcaron los filtros co_n tinta para saber su orientación. Los 

filtros se transfirieron sucesivamente en las siguientes soluciones: SOS al 10% (5 min). 

NaOH 0.5 M (5min). NaCI 1.5 M (5 min). Los tUtros se .dejaron secar a temperatura 

ambiente por 1 hora. Posteriormente se fijó el DNA Utilizarldo una energía de 120.000 

µJ/cm2 de energía UV en un equipo UV crosslinker (Strat~gen~). ·A continuación Jos filtros 

se lavaron con una solución SXSSC. 0.5%S~S .,Y· ~~ ED~A. para eliminar 

co1npletamente los restos celulares. Se dejan secar los filtros._por ~~~O".'imadamente 1 hora 

a temperatura ambiente. 

Se prepararon 15 mi de la solución de prehibridac~~n ~~.la sigui~ilte: forma: 

-lml de Tris 50 mM pl-1=7.4 

-2ml de solución Denhardt's 5X (ver apéndice D) 

-1 O rnl de forn1an1ida 50% 

-2 mi SDS 1% 

-5 mi SSC 5X ( paniendo de una solución SSC 20X ver apéndice D) 

Los filtros se prehibridaron duran~e dos J:t~raS'e~'.)A ~!.d~'_j~ ~¡,:_IÚ~il;n d~ prehibridación. en 

un horno de hibridación (Amersham Life Sciencé)., · 

La sonda para hibridar los filtro~>~e: ~!~P~~~-,~~_:la_'sJ~uiCOt~::-man~ra: utilizando el kit 

comercial RediprimeTM 11 (random prime ·la~.;llirig -~YsierO) 'cAm'ersham phannacia biotech]. 

105 ng de DNA se llevan a un. volunl~ó.'.·.·de· .. :45·:,µl~·.~on TE. se desnaturalizan por 

calentamiento a 95ºC durante S minutos f:n ·.un bañO :'de: agua hirviendo. se pasan a hielo 

durante 3' y se centrifugan a velocidad máxima en microfuga por 30 segundos. 

El DNA desnaturalizado se agregó al tubo de Jabelling rnix mezclándolo 

suavemente hasta que el color fue uniforme. se centrifugó nuevamente a la misma 

velocidad y se agregaron 1.5µ1 (ISµCi) de a[l2P] dCTP homogeneizando peñectamente. 

La reacción y se incubó por 10 minutos a 37ºC. Se paró Ja reacción agregando S µI de 

EDTA 0.2M. posteriormente se. Je agregaron 50µ1 de solución TE; se pasó esta mezcla por 
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una columna de sephadex GSO para quitar la marca radiactiva li~re .. no incorporada a la 

reacción. 

~a ~onda se desnaturalizó con 10 µI de NaOH JN durant~S minutos a temperatura 

ambientC. se transfirió a hielo con agua y se neutralizó con 10 µ_I de HCI ~N y 5µ1 de Tris 

IM pH=7.4. La sonda desnaturalizada se mezcló los 5 mi ~CSiantCs 'de, solución de 

prehibridación. 

La solución de prehibridación de los filtros se desechó_ y, :~ )~~. fl-í,~~~s se les agregó 

los 5 mi de la sonda radiactiva. Los filtros se hibridaron dur~lite uri'.-:ti~~P:o ~qÜivalente a 2 

Cot 112. donde Cot 1/2 = 2( l /X) (Y /5) (ZI 1 O); X= Peso en µg de ;.;:'~?néta; ·y,;. ta~año en kb 

de la sonda .. y Z= volumen de hibridación en mi. ··.}:~·." .··¡ ~' ~:~~~~·:;·-~-
Pasado el tiempo de hibridación .. Jos filtros se lavaron 2 \.e~e~·./~.~~a~.~-~:: i~~;nli~.utos_. a .. 

temperatura ambiente con una solución 2XSSC y o.so/osos: los·'~fii~r6~::~-~~;ril~~i~6r~~n ·con 

un contador geiger y se lavan las veces necesarias pa_ra ·. r~~U~i.i/~-~:~ ~~iíd?~::.}~~~á~.tiVo. LoS 

filtros se expusieron durante toda la noche en pelicula Kodak i~?-~~~fot;};i,X'i~~{,2 • .·. 
··;. ·"" ··. -.. ;"\.} .<:,-, ~;-;-, '. ,. 

:~:,.:=:=:;:7i:.~:;~::::::~:·:;:~~;~~~It~if t~1s;:: ·: 
continuación: se eligieron 6 clonas al azar (clonas 2.; S.;·,11~ J 6;~4.Y 3,~).'.:.~·.r,:~~~·::: -"''.··~ ;~' -

Reacció;a::::;: (=~~na. en un:•~icir;tu~oideio.~;~;,~It$'['á~f~i~~?n ·o./~1. de una 

minipreparación de plásmido~ 5 µI déi ~~ortigu~d¡,~ PCR''íox;· 3 ··~, dÑ.TPºs 10 mM. 6 µI 

MgCJ, 25 mM. 2 µI oligo CAT 11 (20 ;¡.;o..;:;olestµI; (5 • bAdciciciici;,.TATGGGAT 3 ']. 

2µ1 oligo forward (20 pico.,:;.;í.;sÍ~t) (S; GT~cGJ\c~GCCA~T~' l , · 29.8 µI de H20 

bidestilada estéril.y 2 ~11 de la enzima Taq polimerasa ( 3.5 x 1 o' U/µI). · 

Reacción Reversa (R) para cad; clona. 

En un microtubo de 0.5 mi se colocaron 0.2 µI de una minip.rep8;raéión de plásmido .. 

5 µI del amortiguador PCR IOX. 3 µI dNTP's 10 mM. 6 µI MgCJ, 25 mM. 2 ~ti oligo CAT 

1 1 (20 picomoles /µI) (5. GAGCTGGTGATATGGGAT 3. ]. 2 ~ti oligo reverse (20 
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picomoles/µI) (5' GGAAACAGCTATGACCATG 3' ) , 29.8 µI de H20 bidestilada estéril, 

y 2 µI de la enzima Taq polimerasa (GibcoBRL )(3.5 x 103 U/µI]. 

Para el control positivo se colocó en un microtubo de 0.5 mi 0.2µ1 de una minipreparación 

de plásmido de la clona 2, 2.5 µI del amortiguador para PCR IOX, 1.5 µI dNTPs 10 mM, 3 

µI MgCh 25 · mM. 1 .. µI aligo reversa (20 picomoles/µI), 1 µI d.el aligo f"orward. (20 

picomoles/ µI), 15 µI d.; H20 bidestilada estéril y 1 µI de la enzima.Taq polimerasa (Gibco 

BRL)[J.Sxl03 U/µI]. mientras que para el control negativo se colocó. en u·~ r:ñiCrotubO .de 

0.5 mi 5 µI del amortiguador para PCR IOX, 1.5 µI dNTPs JO mM, 3 µI MgCÍ2 25 mM. 1 

µI aligo CATI 1 (20 picomoles/µI), J µI del aligo forward (20 picomoles/ µ1)/Í5 µI dé H20 

bidestilada estéril y 1 µI de la enzima Taq polimerasa (Gibco BRL)[J:Sxl03
. Ul~I]. 

Las reacciónes se llevaron a cabo en un volumen total de 50 µI y·coiisi.StiC·r¡,n:..'Cn 30 .. ciclos 

de J min de desnaturalización a 94ºC. 2 min de acop_lami~nto a·42~C ~ ~ .;;i.~'·:d~.·~·~~~siÓ~ 
a 72ºC. seguidos por 5 min de extensión a 72ºC. 

Los productos de PCR se verificaron en un gel de agarosa al 1%~en,-T ~E t.X. el gel 

se corrió a 80 volts/ 1 hora. 

4.13 Secue11ciación de DNA. 

Se utilizó el procedimiento de secuenciación medi~~te ,te:~i':1~c.ióri' ~~ ·¡~ _sint~si~ de 

la cadena con dideoxinucleótidos descrito por S.anger. (S~_ng~r •. y, C~~:· ·19:/y>~; S~~· Ü~iÜzÓ el kit 

comercial (T7 Sequenase versión 2.0 DNA seqUenci~g ~-ÍÓ [~~e.~~~-~·~'.~~?~_Sci·~~c~]. 
En un microtubotubo de 1.5 mi~ se coloc_ar~~··10µ1_-~e·~u~·~.·~~in_iPí~p~~~~ión de DNA 

plasmidico, 2.5 µI de solución desnaturalizante(l M ·N~oI:.,"\ ;.¡:;~.E~T)\) y 2.5 µI de agua 

bidestilada estéril y se incubaron a 37ºC durarlte.1.S·~in~:_i\,'.1ie~t·r~S Ír~nS'CUrrió la incubación 

se preparó una columna para ~ª neutralizacióny .d·C_ la sig¡.ie_nt~\-~1ci'r:ier~: a un microtubo de 

0.5 mi se le hizo un orificio en la parte· inf~l-Ío-~ ~·y·~·~c· I~ ·~¿-~i~ro~' perlas de vidño Sigma 

estériles. al tubo se agregaron 750 J.tl ~pr~·~¡~·~,¡-~~e~ie d~·~~~Phiirosa CL6B (Pharmacia) y 

se centñfugó a 3.000 rpm du~arlte .3 ·.-~i-~~-·d~~li-~··dé .ún.-mi6~~tubo de 2 mi. Se cambió el 

tubo donde se recibe Ja mueSt~ Ponie~do ·u:~· ·mi~~o¡~bó li~pio de 1.5 mi. enseguida se 

agregó la muestra de DNA d~snaturalizad_o a la col~mna y se centrifugó en las mismas 
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condiciones. Posteriormente se procedió al acoplamiento del DNA con el oligonucleótido: 

en un microtubo limpio se colocaron 8 µl del DNA neutralizado (recuperado de la 

columna). 1 µI de oligonucleótido (JO ¡1g/ml) y 2 µI del amortiguador de Sequenasa 5X y 

se incubó a 37°C durante 15 min. Mientras tanto. en un microtubo de 1.5 mi se preparó una 

mezcla que contenia 5.6 µI del amortiguador TE. 1. 1 µI de O. 1 M DTT. 0.45 µl _de mezda 

de marcaje (dGTP). 0.3 µI de la enzima Sequenase. 0.5 µI de "s dATP (Amersham: 

Pharmacia) y 1 µI del amortiguador de dilución de la enzima. En un3. Cajita para secuCncia 

(Nunclon) se alicuotaron 2.5 µI de las mezclas de terminación··· ddNTPs (ddA. 

ddC.ddG.ddT). en cada pozo por separado y se incubó a 37ºC. Por otra parte. a los"tub~s· 
que contenian el DNA y el oligonucleótido acoplados. se agregaron ·s µl de la mezcl~ qUe 

contiene la enzima Sequenasa y el 3 !15 dATP para que iniciará la reacción de marcaje y se 

incubó a temperatura ambiente durante 3 min. Para ta extensión de la síntesis de las cadenas 

de DNA y su terminación especifica se pusieron 4 J.ll de ta reacción anterior en cada pozo 

de la cajita de sccuenciación (ddA. ddC. ddG. ddT) y se incubaron a 37°C durante 3 min. 

Finalmente cada reacción se detuvo con 4 µI de la solución de terminación y se colocó la 

caja con las reacciones a -20°C para ser utilizada al día siguiente. Antes de cotOcar· las. 

muestras en el gel de acrilamida-urea (ver apé~d~ceC). se· desnaturalizaron co!o-cá.n-dólas 

sobre un termoblock a SOºC. durante 2 min. y desí)ués se colOcaron inmediatamen1:~.~obre· 
hielo. 

Las muestras se anali~ran· .por_:,.-.~lect;~i'~~~.sis en. geles de acri1amida-ur~.:· ~% 
(apéndice C) y amortiguador-TBE _IX a-·~o:_~a~i~ .const3.ntes. Se utiliZó~ Un aparato ~e 

sccuenciación Modelo S2. (Life Techn~logÍ~s: GiBCO. BRL). Las muestras. (2.5 µI) fueron 

colocadas en ·el gél eri tiempOs de 'Co~ridas· d~ 2 y 4 hrs. E1 gel se secó en el aparáto Sava'nt 
' ,·. -

GDS 100 Gel Drying Syst~m_ (Amersham) y se expusó durante 48 horas en un cassette con 

pelicula Kodak·; 
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5 .. 1 Funcionalidad del vcctordecJlpresión pAC22CAT-I 

En el laboratorio de la Dra. lmelda López se han construido vectores para la 

expresión de genes reporteros en 7: vagina/is. En este_ trabajo se utilizó el vector 

pAC22CAT-t, que contiene al gen reportero cal flanqueadó P~r las regiones regulatorias 5' 

y 3 1 de un gen de actina (ver fig 6). 

En un reporte previo( Jonson. y col. I 997); el ,Srup~ 'd,,;:·,.la Dra. P.- Johnson reportó la 

expresión de CAT en T.. vagina/is en url ~eClor- '.de -·~p_r~~·ió~. :que utiliza. las regiones 

promotoras del gen endógeno a.-succinil.CoÁ .. si~i~t8~~;(a.;scsa). ESC grupo reportó que la 

mayor expresión de CAT se presentc?·~:¡.¡~.;~~:·s)~~Í··~~r~:·:p6s~~-~tectropor~~ión. 
El primer _objetivo. cie Cste:··proYeCt¡;·::-~·~ ;-~~~Cr_mi_~~r:; las ·c~~diciones óptimas de 

transfección de T. vagina/i.!._: -,: (médiañié · . etéCtrO¡)Offici6n) ~,- a.si : é:onlo .. _ el ti~mpo post-

pAC22CAT-J. 

5 .. 1 .. 1 Optin1ización de las condiCioncs de electroporación de T.. 1•agina/i.,·. 

En el electroporador, BTX (BTX electroporation system, electro ccll manipulator 

600) se probaron las siguientes ·condiciones de electroporación, según el ensayo descrito 

(sección 4.5): 

µg de DNA plasmidico Volts µfaradios 

JO ·.· 360 1500 

25 360 1500 

50 360 1500 

50 300 960 

50 300 1500 

50 360 960 

Después de la transfección. los cultivos se incubara~. durante 22 horas, y se midió la 

actividad de CAT en el extracto proteico. Los resultados se. ~uesti-an en la figura 7. Como 

se observa en Ja gráfica. la mayor eficiencia de transfección (100%) se logró con 50 µg de 
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plásmido, 1 500 µf y 3 60 volts. Estas son las condiciones que se utilizaron en tos 

experimentos subsecuentes . 

% da la actividad da 
C:AT. 

30.0" 

CJSene1 

....,.----------------------

Condicionas ••P•rlmanlal•S. 

Figura 7. Actividad de CAT en extractos proteicos de cultivos de 7: vagina/is 

transformados con et plásmido pAC22CAT-l bajo distintas condiciones de electroporación. 

5.1 .. 2 Detección de la actividad enzimática de CAT-

Para determinar el tiempo post-transf"ección en donde se lleva a cabo la mayor 

expresión de CAT. se midió la actividad de esta enzima a las 3.5, 21.5. 25. 29 y 48 horas 

post-transfección. Los resultados se muestran en la figura 8. Se observa que el pico de 

expresión de CAT se da a las 21.5 horas post-transf"ección. Sin embargo. ya que el valor 

máximo observado en este análisis fue la primer medición que se realizó, se decidió llevar a 

cabo una cinética de la actividad de CA T tomando muestras a tiempos menores de 

recuperación después de la electroporación. Los resultados se muestran en la figura 9. en la 

que puede verse que el pico de actividad de CAT se detecta a las 22 hrs. post-transfección. 
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Figura 8 Ensayo de Ja actividad de CA T a distintos tiempos post-transfección. 
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Figura 9 Ensayo de la actividad de CAT a distintos tiempos post-transíección; el error 
estándar se muestra para cada punto. 
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Con Jos ensayos anteriores se demostró que el v~ct~r de expresión pAC22CAT-1 es 

funcional; esto es. al introducir este vector en T. vagina/is mediante electroporación. el gen 

cal se transcribe y se traduce en este parásito y el producto' proteico ·{CAT} posee actividad 

enzimática. 

; ,. '>-::·.:: . - -
5.2 Detcr1ninación del sitio de poliadel1.i1aé·~·ó,¡':de los ~-~~n~Critos·del gen reportero c11t 

'::'~ ::·. . _· ;:. .. ~,. 
expresado en T. v11gi1111li.v. _ . . . ·-.· . :_:~, . . .. >- . 

Uno de los objetivO~ de esie tr~~~j,~.;~~··d~~~.~-~i~~;-:·~I siti.o de poliadenilación de los 

transcritos del gen reportero cat.'ex~r:~S-~d~:s·'.-~:,;~~~.i~--d~t' .. ~e~~or pAC22CAT-l. Este análisis 

permitirá. determinar si Ja, regi~ñ--~~-·t.rr~:;::a~~,-"ií~~:.;-:~~:~.-,·d~~-actina es capaz de dirigir el 

procesa;..,iento (poliadenila·c.ión) --~e·l~-t~~;¡~-~:rit-"~~-:~~~~-~:-~·~-<~·~ri· -~~portero de manera análoga al 

procesamiento de los tran~critos cÍ~-:~~~¡'~~;:'.-.~~··»',~~;-~;r ~~.;i~'. ... . 
Con este fin se ll~vó .. 'a:«?.':l~~: .. i~~:~~-~-¡¡ri,~~~ió~:.·ét~)o.s.~~remos 3' de cDNA de cal. asi 

como la clonación y secuenciitción Cte· 1~i{"ffi¡SffiOS.::_-::::,., . . . . "'~: .. :~, ·:.. . ' . . ... : -; -
-''/,': .. '~ .... 

5.2.1 A.n1plificación dC la. región 3'- d~· ,·~~ tr~-~s~~i;toS del g~~· c11t. .- _ _ . . . 

Como se describió en -Ja .. s~cciÓO: ·4: (p·~~-~'·r~~Ji~ó -~~.1_ .. P.rt?~·~~~~.i.~ri~·~,'~~'.'~.~Pn_fi-~~iÓn 
rápida d:n

10
1: e:~::~: :~:~:D::~~~:~=:~nEs;:.~::c::~r:~fk~~7J:~?~~fo~~(l,;f c:t ... el 

producto de PCR que se obtuvo muestra varias band~s,.;· ~as-'d~.·:~~~~~~~:i~~~fi~·:Y:'.~i~ :~¡¡·i~ez 

:::::~~:;·:~:~~:J:~r-:;}~2?2~:~~~~il~~f; 
amplificación. Para saber cuales productoS dé ampli~~aci~n C'~~~·~~p~~d~·~ ~ ·ca¡~·:s~ realizó 

un análisis por Southern blot en donde los·" p~ocÍuct~-5'.:·.·d~ .. ,~~:p)"¡ficáción· por. PCR se 

hibridaron con el fragmento de 420 pb Ec.oRl/Sstl ·d.;,l•pl.islTiiáci pÁC22CAT-1 (fig 6), que 

contiene el fragmento 3~ del gen cal (t"~gural 1 ·aj. é1 r~sult~d~. de la hibridación mostró 

que las bandas de -480 pb y -420 pb (del primer y segundo PCR's respectivamente) 



COITesponden a cat; e1 resto de las bandas pueden ser el resultado de amplificación 

inespecifica. 

1. Síntesis de cONA 

-----------r"~.;,; .. ;...;;.iv··.A,-,;.; .. AJ\..P·.i·J· •• mRNA 
.1 • rt-;'TTTTi-r , .. ,~r·r 1 ·1 -r·. 

¡ Trar&eriptasa raversa 

------------'Vl.A,'\AA,/•J\J\,"v",;;.._~,/\'V\ -..• mRNA 
---------1"TI'"!'"r;'TT1'TTT rrr·•T•:: ;i,,¡·,-;¡,T,;/,, ;.-:1·.~;(.;c;..1;1;•;.:; CONA 

2. Degradación del RNA 

3 • PCR inicial para amplificar cat 
()ligo c.at10 

!··~.J· 

J, RNAsaH 

---------TTTTTTTTTrrTTrTTTCATCATGAG<!'J°r.r.\7-;A~.-GG !":.' 

4. PCR anidado (Nested PCR) para cat 
0Mgoc:.t11 
~·~3· 

5. Clonación { 

---------AAAAAAAAAMAAAAAAt..'rACTAG-1"<::Gru~r,.r:::,:;TG>-:f";~~A1"CG 

---------TTTTTTTI"':""ITTTTTT'"to;ATGATC:A.:><:::1"<.,iCC.:CAO..:G~-;r;<.ATr.r..: ~· 

5' ------AAAAAAAAAAA.1,AAAIV\1>T/\<:t~;.c;T· ;r;¡.,r;1 ;.r..c~Tl,r:";•'.::. -.;r>ATr.•_· .t• 

------TTTTI'TTTTTTT1""TTTTc;o;r;;¡.7--::Ac.---rc-:.<::,-,,.-/\,._Y:•;.;<;CT/\''í; 

Figura 1 O. Esquema de1 proceso de amplificación rápida de los extremos 3" de e O NA 

(3.RACE). 
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M 1 2 3 4 N Kpb 2 3 4 

Figura 1 1. A) Gel de agarosa al 0.8% corrido por 1 hora a 80 volts. y teñido con bromu.-o 
de etidio. Carril M: marcador de peso molecular(} .. Hind 111)~ carril 1: fragmento de 420 pb 
proveniente de la digestión del vector pAC22CAT-lcon EcoRI y Sstl utilizado como 
sonda para cat (muy tenue)~ carril 2: digestión pAC22CAT-l/EcoR 1~ carril 3: producto del 
PCR inicial; carril 4: producto del PCR anidado (nested). B) Southern blot del gel 
presentado en el panel A. Sonda: fragmento de 420 pb EcoRI-Sstl del gen cal. 
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5.2.2 Clonación de los productos an1plificados por 3' RACE y análisis de las clonas. 

La banda de 500pb del PCR anidado (Ncstcd), se purificó mediante gel de agarosa y 

se ligó con el vector TOPO; se obtuvieron 13 colonias. En una reacción independiente se 

ligó el producto completo del PCR anidado con el vecor TOP09 y se obtuvieron de esta 

reacción 189 colonias. 

Las colonias transformantcs (TOP03'CAT) se parcharon en cajas de LB + 

kanamicina9 para posteriormente hibridarsc con una sonda homóloga de cat9 y así 

identificar aquellas que contenían secuencias relacionadas con cal. De esta ~ibridación se. 

tuvieron 95 clonas positivas: 84 provenientes del PCR Nested y 11 provenie~tCs del .insérto 

de 500 pb. Un ejemplo de la señal de hibridación que se obtuvo se muestra en la fi~ra 12. 

Figura 12. Señales positivas obtenidas para las clonas TOP03'-CAT. 
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De las 95 clonas positivas se seleccionaron 6 clonas al azar para ser analizadas y 

posteriormente .. secuenciadas; se seleccionaron las siguientes. clonas: 2TOP0-3'CAT. 

8TOP0-3'CAT. 1 ITOP0-3'CAT. 16TOP0-3'CAT. 24TOP0-3.'CAT. y 36TOP0-3'CAT. 

Las clonas 2. s. y 1 1 provienen del producto de 500pb·. pu.í-i_ticado y clonado en el vector 

TOPO. Las clonas restantes provienen del producto de. ~cR· ... .:;~~~e_c(~omplet~~·:.C1~11:~do en 

TOPO. 

Como pñmer paso se determinó la orientacióri del~·_iñS~do ·~·~-ck~~-:~~~.~a·-.~.~-~!ant~. 
amplificación por PCR: se utilizaron en reacciones i~dep~ridier:.t.e·s· ~¡ ·oti&~·ri·~.u:'l~óti_d·C;·'.MíJ 
Forward [ 5 'CTGGCCGTCGTTTTAC3'] ó ~I oli.Y.~m.i~1eó:tid~-~~'./·,;{~:M·.·3-:·; -~.R~~erse 
[ 5. GCAGGAAACAGGCTATGAC3. ]. que se anclan ~n ;,. ;,,~c~~r·, fó~o'>''Y .;,, 

oligonucleótido CATt t que es un oligonucleótido interno dei"_·ge·~ -~~/'{V~r~.'riS~·ra .5)':- La. 

orientación del inserto se conoce mediante el resultado de los prod~,C~~¡··_;;¡~:·:~CR .. y¡:~ue 
solamente una de las combinaciones de los oligonucleótidos ge_nera~á.:-.e~.· -~·:~c:>dU~~-o· de 

amplificación esperado que es de -500 pb ( figl3). 

Odentación 1 
CAT11 --> 

5' ----------------- --------~~=c~a~t'.::==~ ~:::::------------------- 3• --> <--
O ligo Reverse Oligo Forward 

CAT11+ O. Reverse= No hay amplificación 

Odentación 2 

~~1 

5' ·--_-_--_-;------------------<< cat 

Oligo Reverse 

CAT11 +O. Forward =Amplificación 

-----------------3' 
-e--

O ligo Forward 

CAT11 +O. Reverse = Amplificación CAT11 +O. Forward = No hay amplificación. 

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

CLONA OLIGOS: OLIGOS ORIENTACION 

l\113 FORWARD+ M 13 REVERSE+ 

CATll CATll 

2TOP0-3'CAT Varias bandas Varias bandas ? 

8TOP0-3'CAT Varias bandas Varias bandas. entre ellas 2 

una de 500 pb 

l ITOP0-3'CAT No se obtuvo producto No se obtuvo producto ? 

16TOP0-3'CAT Varias bandas Banda de 600 pb 2 

24TOP0-3'CAT Varias bandas No se obtuvo producto 1 

36TOP0-3'CAT Varias bandas. Banda de 500 pb 2 

5.2.3 Secucnci.nción de clonas TOP03'CAT. 

El hecho de conocer la - orienta-ción de Jos insertos {secc.S.2.2) nos permitió 

seleccionar el oligonucleótido apré>piado para llevar a cabo la reacción de secuenciación. 

Cabe mencionar que debido a QU:~ c-on:-l¡,c;¡on~-2TÜ-P0-3'CÁT se observaron varias bandas 

de amplificación· por PCR co~:~~ba~:~~~bi~aci-~'n~-s de aligas. se decidió secuenciarla por 

Jos dos extremos. es decir; _S·e_·s~C~~liCi'ó_¡RntO-,;on CI otigonucleótido Forward como con el 

Reverse. 

Las clonas se s~~~-~,~~-j~-~~-~ :~~~- -1~~-~ oli~~s que se muestran a continuación. según el 

protocolo descrito ~~-·1a'·;se-~~iÓn:.:iJ~I3:·,~i:~~clo~a J iTOP03'CAT no se secuenció debido a 

que no se obtuv~ · pí6d.:J~~~;~_1de ::;.m·p¡¡·fi~aciÓn · pOr PCR. como se señaló en la sección 

anterior. 

En la figura-.~4 se mues.tra:un ejemplo-.d~I tip~_de señal.obteni~a,en:e'J_proceso de 

secuenciación. 
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Figura 14. Gel de secuencia obtenido para la clona !6TOP0-3'CAT. 
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Clona 2TOP03'CAT: ambos oligonucleótidos (Forward y Reverse) 

Clona 8TOP03'CAT: oligonucleótido Reverse 

Clona 16TOP03'CAT: oligonucleótido Reverse 

Clona 24TOP03'CAT: oligonucleótido Forward 

Clona 36TOP03'CAT: oligogonucleótido Reverse. 

5.2.4 Secucnciación y análisis de las clonas TOP039 CA T. 

La secuencia de cada una de las clonas se presenta a continuación. En algunos casos 

se muestran bases entre paréntesis debido a que la señal en Ja autoradiografia, no ru~_ muy 

clara y no se pudo asegurar la presencia o no de esa base. Por otra p3.~e. u':': . ~i.,:.b-Ólo en 

diagonal significa que en esa posición no se pudo definir cuál de las dos . bitsCs está 

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

1.-Clona 2TOP0-3'CAT (Forward): 158 pb. 

5' AATGCTTAATGTTAAACAGTACTGCGATGAGTG ( G) CAGG ( G) CGGG (G) CG:TAAGAG,~~~!==T~~~ 
TTTCGGTATAATATATTTCAAAA.AAAAJ\AAAAGTACTAG(T/C)CGACGCGTGGCC~GAN,C~GGGCGNA 

TCTGCAGNATCC(A/TlCACACTGGCNG3' 

Esta secuencia corresponde al cxtren10 3~ del cDNA de cal. 

2.-Clona 2TOP0-3•C.A.T (Reverse): 240 pb. 

~-- ~-- --
-·=·-_:;;,·· 

,-

. : ~~::.f:~··:·-¡~~ ~-~~---
~._:_~ _; ' 

,:_·-" 
::.1·-·.,· 

5' GAACGCCGCCAGTGTGCTGGATATCTGCCCTTGTAG ( C/T) GGTGTATÁGG'G~TAGT.GTT:CA.éc (C/T) TT 

GACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAAACGTTTTCATCGCTCTGGATGT<i~T~~~~~:G~~·~~T(:~~C:Tc (T 

/A)CACA(A/Tl (A/TITCGTCAANTGTGTGCGGTACGTGAACTGC(A/T)TTC(Á/TJÁGGTATGAGA(A/T 

TGTCGCTGCACTCCACT ( C/ Al CGT 1 G/ A) TACGGCAATT (A/GJ ~C ( c,i_'TJ_ {~/~) .~c"~TAdT~T (A/T 

) IA/T)GG(A/C)G3' 

Esta secuencia corresponde al extremo 5' del cDNA de cc11. 

3.-Clona 16TOP0-3'CAT (Reverse): 166 pb. 

5'ATGCTCATGCTGGCAGAATGCTATGATTACAACAGTACTGC(G/A)TGAGTGCAGGGCGGCGTAAGAGCTC 

ACTTAAACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCGGA 

ATCCAAACGCAAATCCATGGGTGCGGCTAGTCCGCG3' 

Esta secuencia corresponde al extre1110 3,. del cDNA de cut. 
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4.-Clona 24TOP0-3"CAT (Forward): 168 11b. 

5'TCCAGCTACCTCCACAACAGCAGGATATGCACCACCACCACAGGCTATGCAGCACCTCCTCCTGGATCCCA 

GCAACCACCGCCCAAAATGCAATGATCTTATTTTTTTCTAAGTTCAA.CTTCTAAACGATTTTTAA.TTACCACA 

AAAAAAAA/\AAAA.3' 

Esta secuencia no corresponde a cal; sin embargo la secuencia contiene el extremo 3' de 

un cDNA de 7: vagi11e1/i .... ·• por lo que se decidió analizar si las señales propuestas para la 

poliadenilación están presentes en esta secuencia. 

5.-Clona 36TOP0-3"CAT(Reverse): 185 tJb. 

5'GTAGTACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATCACAAA.CTTCATGATGAACCTGAA 

TCGCCAGCGCATCAGCACCTTGTCGCCTTGCGTATAATATTTGCCCATGGTGAAAACGGGGGCGAA.GAA.GTTG 

TCATATTGGCCACGTTTAAATCAAACTGGTG.AACTCACCA3' 

Esta secuencia corresponde a cut. pero el extremo 3' del cDN A no pudo ser leido y por lo 

tanto no se muestra la región 3'UTR. 

6.-Clona 8TOP0-3"CAT (Reverse): 241 tJb. 

S'GCCAGTGTGCTGGAATTGCCTTGTAGCTGCTATAGGGTAAGTGTCACCTGCATTGTTACACCGTTCTAGGA 
GCAAACTGAAACGTCATCGTGCTGGAGTGAATACCACGACGATCGCGAGTCATCA.CAATATGCAGA.GTGCGTG 
TACGTCAAACTGCATTTCTAAGGTATGAGAATTGTTTCGNTCAGCATCTGTGAGTACAGTTGATAACGTGCAA 

TTGACACTCTGCGTACATGCAATT3' 

Esta secuencia corresponde al extremos• del cDNA de cal. 

Las secuencias que se analizaron 

(forward), clona l 6TOP0-3 'CAT ·(Reverse) 

fueron las ~il;~i;n¡~~: Cloria2TOP0-3'CAT 

y clonacX.24TOPÜ.~3.'CAT (foi).vard)· que 

contienen los extremos 3 'UTR .• Las secuencias--' anléíi~·r_;~ :"se·~·:;_1¡~:¡t;a~c;~·-:· C.;0'. J~ · ·~eéU_;ncia 
parental del plásmido pAC22CAT-l (fig 6). EnJOs alin~~:ffiiC~tos:é¡uC:se muestran en-la 

figura 12,, et codón de paro de ta traducciÓn d.e c~~_(T~)·~~<~~~~Cntra s~brayado y seguido 

por Ja secuencia GAGCTCACT que une a _este ~~.':' c·~n 1a· reSfóri 3•. UTR de actina. La región 

3'UTR de actina contiene ·el codón de paro de áctina· (en riegritas,, TAA) que forma parte de 

la señal de ¡)oli3.denilación (TAAA) .. La seí1al propuCsta como sitio de corte y procesamiento 
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(eyJ. (A) o-:JAAUU) esta presente en Ja secuencia parental. El nucleótido en doble subrayado 

es Ja última base que se identifica en el cDNA antes de Ja cola de poliA. 

T. actina s• ..• CACCGCAA.GTGCTTCTAAACAATTTCGGTATAATATATTT~ ••• 3• 

pAC22CAT-1 5' .•• GCG.IMGAGCTCACTTAAACAATTTCGGTATAATATATTT1'i5.AAAATTAACT.AA.CC ••• 3' 

Clona2 s· •.. GCG~GAGCTCACTTAAACAATTTCGGTATAATATATTT55ª"ªªAªhhaaal\AA ••• 3' 

Clonal6 s• •.• GCG~GAGCTCACTTAAACAATTTCGGTATAA.TATATTTs¡ªAAAAAAAAªA"""" ••• 3 • 

Clonal~ 5' .•• TCTAA.GTTCAACTTCTAAACGATTTTTAATTACCAS5A"""""":aAAAAAh"""ªªª ••• 3' 

Figura 12. Secuencias TOP03'CAT alineadas y comparadas con la secuencia de un 

transcrito de nctina y con la secuencia del plásmido pAC22CA T-1 donde se observa 

subrayado el codón de fin de la traducción de cal, en negritas se muestra la señal de 

poliadenilación propuesta en T. ve1gi11e1/is (TAAA) que incluye al codón de paro ~e actina, y 

con doble subrayado se muestra el último nucleótido antes de la cola de poli A~s. 

Al comparar las secuencias de cDNA de las clonas 2 y J 6 de cDNA· de cal, se 

observa que éstas-aliñean exactamente con la secuencia parental del plásnlido pAC22CAT..: 

1. y se poliadenilan ~n el mismo sitio que actina. Este resu"ltado indiC~ q~~ ja secuencia 

3 • UTR del gen d~· actina contiene los elementos neccsa.rios para 'diri~fr ·.el pr~cesamiento y 

la poliaden~ÍD~ió~_ del transcrito de un gen exógeno •. y _qu~ la reS,i~~ :::é_~difi~_dora del 

transcrito n~ está.involucrada con el procesamiento del mismo. ·-·-:./'.« .-

En cUán~o 'a la secuencia de la clona 24~0P~3~-;-.c:A.1: é:~-~ .. ~~·i·~~~~s .que este cDNA 

no corresp~~d~ al gen c:c11. Esta secuencia se anali~ó :~¿;~".:_~f'.'~~¡)~~~-~~· BLAST. Y no se 

encontró similitud significativa con alguna proteína reportada.'. Ya ·que esta clona penenece 

a un cDNA cÍ~ 1: vc1¡,:i11ali ... · .. se decidió analizar 1a::-rCgiÓr(3~LJTR. En la secuencia e.xiste una 

cola de poli A. y están presentes dos codones·-~~·d·~<P~ro d-~ ',ia· traducción .. cada uno en un 

marco de lectura distinto. por lo que an.ali~3:m'?s lo~ tres marcos de lectura con el resultado 

siguiente: 
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El primer marco de lect.~ra no es el utilizado pues no hay. codón de término de la 

traducción (fig 13). 

S'TCCAGCTACCTCCACAAcA~c:A(;GATATGcAC~~~CCACAGGCTATGCAGCACCTCCTCCTGGATCC 
SS- Y L H N_:-.S ~:·:r·c.·"'T. T:~T T G Y A A P P P G S 

CAGCAA.CCACCGCC~TG~TGÁTCTTATTTTTTTéT.AA.GTTCAACTTCTAAA.CGA.TTTTTAATTACCA 
Q Q P P P K M .-\ Q ', __ ~· S y._" ·F F . L S S T S K R F L I T 

C~3': 
T K K K K . K K: .J:C K"> .. 

Figura 13. Tr~ducc_iÓn -~~e_i- ~ri~~f~~~C<? :d-e.·Jectura de la clona 24TOPOJ'-CAT. 

: _; '-:'.':.:.~- - ·" . 

En el segUrldO: 1narco d~·---,~~Ü.~ia:·:·~~tá. pre'Sente_el codón de._para··,~-.·y_rio abajo 

encontramos_-_- al._ tetran·~:~ieóúdci:~.-~~·> .. º~~Ó-~u~sto. Co~o .-· señ~-¡ -·d~_-__ .pOJiade-~iÍ~ción en T. 

\'Uginalis~ y Se .. ~"~~~-~~~~- '16 :~~~~l~ót.id~~ río -~~i-ib'á del siÍi¿·-_de· e~-~~' :i j,pu~d-~~ilación (fig 

14). ·-. ·-"··· .. ,-·-·· · .. _·--_-:t§ .'¿· .·- ···'' 
.--~,... ~~·~--~! :<:-. :-;,--~:_:·, - -:;: 

·:~~~ .... :~ ::_;:.:_:;,,~-.. ·- -"·':'-':·. :\:-.: 

5'TCCAGCTACCTCcACAACAGCAGGATATGCACCACcAC~CAG~jl¿.J~~~~~~~~T~~TGGATCC 
CAG~c:~:Gc:~:G:T:AT:T:TT:T;:~~:.J::~~et!~!iliiE~LT:::TA:CA 

s N H R p K e N o L r ' . F ' F \:;;;,; :-: __:_;...: .. ..:..:...:--:_,;:-.. ~~ 'UTR-~--------------

~3· 

Figura 14. Segundo marco de lectura de Ja cJo;.a 24TÓP03'-CAT. Se muestra subrayado el 
codón de término de Ja traducción • en negritas _1a: Señal de pOJiadenilación propuesta y con 
doble subrayado el nucleótido (pirimid~na)_ ailtes de Ja c~Ja de poliadenilación. 
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En el tercer marco de lectura encontramos el codón de paro de la traducción (TAA) 

que forma parte del tetranucleótido TAAA propuesto como señal de. poliadenilación en T. 

vuginctli."· .. y se encuentra a una distancia de 16 nuclcótidos del sitio de corte: esto 

concuerda con Ja propuesta de que la señal de poliadenilación se encuentra de 1 1 a 30 nt 

río arriba del sitio de corte (fig 15). 

S'TCCAGCTACCTCCACAACAGCAGGATATGCACCACCACCACAGGCTATGCAGCACCTCCTCCTGGATCCCA 
Q L P P Q Q Q D M H H H H R L C S T S S W I P 

GCAACCACCGCCCAAAATGCAATGATCTTATTTTTTTCTAAGTTCAACTTCTAAACGATTTTTAA.TTACCA~A. 

A T T A Q N A M I L F F S K F N F -·---------3'UTR----= 

AAAAAAAAAAAAAAA 3 • 

Figura 1 S.Traducción del tercer marco de lectura de Ja clona 24TOP03'-CAT. Se muestra 
la señal de poliadenilación propuesta en T. vu¡.:incr/is TAAA en negritas. el codón de 
término de Ja traducción subrayado. y con doble subrayado el nucleótido (pirimidina) antes 
de la cola de poliA. 

Para tratar de determinar si el segundo o el tercer m~rco. de lectura es el utilizado. 

se analizó la frecuencia de uso de codones preferéntes para- T. Va}:i~1a/is en cada uno de los 

tres marcos de lectura. El resultado se muestra en la siguiente u~bla: 

Marco de lectura 

Primero 
SCJ.!UlldO 

Tercero 

#de codoncs 
prcícrcntcs de 
1: vagina/is 

17 
36 
3K 

# de codoncs totales Relación. 
leidos en In Preferentes/ totales. 
secuencia. 

51 0.33 
47 0,76 
50 0.76 
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El segundo y tercer marco de lectura tienen Ja misma frecuencia de uso de codones 

preferentes pára 7: vagi11<1/i~.,·· po~ lo tanto con los datos anteriores n<;> puede deteíminarse 

et marco de lectura de esta: secúencia., y se debe secuenciar la _ clc:»na _en S';' tot'alidad para 

determinarlo. 

Sin embargo es interesante.,erlcontrar que la señal propuesta de poliadenilacióÍí podría ser 

funciOnal en Jos d'as casOs a:nt.erio.res. 
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<&o ({] ({J)1J1],(C ({1tlJSli({J)1J1],{Ec§ 

y (pretrc§jprE<C1tiV(f]h§º 
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1.-Se establecieron las condiciones experimentales para la transfección y expresión 

óptiina de Ja enzima Cloranfenicol acetil transferasa en T. .vagina/is. Estas condiciones son: 

SO µg de DNA plasmídíco (pAC22CAT-1), 1500 µf y 360 'voi~~. / un'.tiempo de 

recuperación de 22 horas post-transfección. , <?-,. :),:;},<~ ,:_.-··.~:. _.. 

2.- Para determinar si la región 3'UTR de un gerl de":~.~~j~~~:~J~~-~~-~~-'1~~-Señales que ,_._,, .. ,,.,. · .. ,. ·' 

dirigen el procesamiento y poliadenilación de los tr~nscritc:>~•.:_sé ~~-i.~~ó··.:~i~~a regió.n con el 

gen reportero cal. Los resultados muestran que la reg·i¿;~. 3-~'LJiR~.:~~¡-'.c~P"az de dirigir el 
_ .. ,.,- .. -' . 

procesamiento y poliadenilación de los transcritos de ca1.,: Y:. este:."p~~.~e~amiento se lleva a 

cabo en los mismos sitios en donde se procesan los -~A_·~,;~~Íl~a]eros de actina. Por 
.- . ~ : . 

lo tanto, la región codificadora no parece estar involucrada' en _.el ·procesamiento de los 

transcritos. 

Perspectivas. 

Ahora.que se cuenta con el modelo de el gen·reportero cal fusionado a las regiones 

5' y 3' de un gen de actina .. _será necesario realizar el_ análisis funcional de las señales 

propuestas para la poliadenilación. y t?I p~oce~amiezl~o de transcritos en T. vagina/is. Se 

contempla mUtageni~r eSÍaS s~_ñal~~ y Cvalua!" -la acti~idad del reportero, el procesamiento 

de los transcritos y el Sitio. dé polia_dCnilaCión de los mismos. 
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APENDICEA. 

MEDIO DE CU.L TIVO PA~ 'l'ric:honuJnet~,..· vaginulis. 

MEDIO TYM (TrypÍicase-yeast extract-maltose). 

Composición: 

Triptona 

Extracto de levadura 

Maltosa 

L-cisteina 

Ácido ascórbico 

Fosfato de potasio dibásico (KH2P04) 

Fosfato de potasio n1onobásico (K2l-lP04) 

10.0g 

5.0g 

2.5 g 

0.5 g 

0.1 g 

0.4 g 

0.4 g 

Se disuelven los componentes en agua bidestilada .. se ajusta el pH a 6.2 .. se afora a 500m1.Y 

se esteriliza a 15 psi durante IS minutos. Antes de usarse se-suplementa con 10% de suero 

de caballo inactivado. 
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APENDICEB. 

MEDIO LB-AGAR. 

Triptona 

Extracto de levadura 

Cloruro de sodio 

NaOH IOM 

Tris IM pH 8 

Select agar 

10.0g 

5.0g 

5.0g 

0.3 mi 

10.0ml 

15.0g 

Disolver en 800 mi de agua bidestitad~ ajustar el volumen a 1 litro y esterilizar. 
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APENDICEC. 

PREPARACIÓN DE LOS GELES DE ACRILAMIDA-UREA 

SECUENCIA~;ÓN .. 

Acrilamida 

Bisacrilamida 

Agua bidestHada' · 

190g 

IOg· 

JOOml 

Disolver en 3ÓO mi de agua bidestilada~ ajustar el volun1en a 500 mi con agua bidestilada y 

filtrar. 

MEZCLA ACR!LAMIDA-UREA. 

Acrilamida 

Urea 

TBE5X 

Agua bidestilada 

Disolver en baño maría y filtrar. 

37.5 mi 

115.0g 

50.0ml 

75.0ml 

6K 



BUFFER TBE 5X. 

Tris-HCI 

Ácido bórico, 

EDTA0.5 M 

54.0g 

27.5 g 

20.0 mi 

Disolver en 750 mi de .agua bidestitada y ajustar el volumen a 1 litro. 

PREPARACIÓN DE~ ~EL D~ ACRILAMIDA-UREA AL 6%. 

Acrilamida-urea 

Persulfato de airionio 81 IOo/o 

TEMED 

60.0ml 

0.5'ml 

25.Ó µI 

Mezclar e inmediatamente agregar a los vidrios~ dejar polimerizar mínimo 2 horas. 
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APEND!CE D 

TAE50X 

121.0 g Tds base 

28.55 mi de áCido acético glacial 

50 mi EDTA 0.5. M pH=S 
- . . . 

Se aju~ta 'el. Volumen a· 500 mi. 

20X SSC 

NaCI. Citrato de sodio. pH 7.0 

Disolver 

175.3 g de NaCI 

88.2 g Citrato de sodio 

800 mi de H20 

Se ajusta el pH con HCI. 

Solución Denhart-s 

1% Ficoll 400 

1 % Polivinilpirrolidona 

1% álbu1nina sérica bovina. 

PBS ( Buffer Salino de Fosfatos). pH= 7.4 

4 gdeNaCI 

0.1 gde KCI 

7.2 g de Na2H.P04 

0.12 g de KH2PO. 

Se afora con agua destilada a 500 mi y se ajusta el pH a 7.4 
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Solución TEN 

Tris 40 mM,. EDT ~ 1 .mM,. .Na.el 15 mM se p~ede preparar a apartir de los _stÓcks con los 

que se cuente ~n el laboratorio de f!laner_a que las concer:itraciones citadas sean las que 

prevalescan en .la solución final. 

T.E [ 10-0.2 mM] (Tris- EDTA). 

Se debC tener una concentrációÓ ·-final ·en la solución del O nl:M de Tris pl-1='7.4 y 0.2 mM 

de EDTA. 

Solución Zimmerman 

Para preparar 1 litro 

0.2040 g KH2P04 

7.7100 g NaCJ 

0.5900 g KCI 

1.1300 g Na2HP04 

0.1070 g (CH,COO),Mg 

0.0142 g (CH,C00)2Ca 

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

Stock de cloranfenicol 3 H. 

Cloranfenicol tritiado ('H.) o .. 2 µCi/ µJ 

Se toman con mucho cuidado 125 µJ del vial original de cloranfenicol 3 H ( 250 µCi/ µJ) y 

se agregan a 480 µ1 de etanol absoluto,. además de 40 µI dC cloranfeniCol sin marcar (50 

mg/ µI). 

Cloranfenicol 50 mg/ µJ sin marcar. 

Pesar 1 OOmg de cloranfenicol y se· disuelven en 2 mi de etanol al 50%~ se mezclan y se 

guarda a - 20ºC. 
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